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CPU—E0 célula formadora de colonias de eosiófilos
CPC—OM célula formadora de colonias de
gránulocitos y macrófagos
CPC—G célula formadora de colonias de granulocitos
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CSPS factores estimulantes de colonias
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Epo eritropoyetma
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LTBMC cultivo de larga duración de médula ósea
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Sm célula madre mieloide
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Tf transterrina.
INTRODUCCION
1.- INTRODUCCION
¡.1.- HEMATOPOIESIS EN EL RATON
1.1.1.— Aspectos generales
Se conoce como hematopoyesis al proceso de formación
de las células sanguineas. Dado que la mayoría de las
células de la sangre tienen una vida media relativamente
corta y que el número de dichas células se mantiene
constante a lo largo de la vida del animal, la
hematopoyesis se desarrolla como un proceso en continua
renovación celular sometido a complejos mecanismos de
regulación. La producción de células sanguineas ‘Un
vivo” está regulada por la síntesis y liberación de
citoquinas especificas producidas en la médula ósea y en
otros tejidos (Metcalf,1984) y mediante otros
bioreguladores como son, los interferones, el factor de
necrosis tumoral, lactoferrina y otros (Lord y Testa,1988).
Las lineas de diferenciación que componen el tejido
hematopoyético se pueden clasificar en dos:
Linea mieloide que incluye a las células eritroides,
los monocitos, granulocitos, megacariocitos y células
cebadas y la linea linfoide que comprende a las células T
y a las células B. Para completar la lista de células que
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comprende el sistema hematopoyético es necesario incluir
a aquellas células que originadas en los órganos
hematopoyéticos se asientan en diversos tejidos; este
grupo incluye a los distintos macrófagos tisulares, como
son las células Kupffer del hígado, los macrófagos
alveolares, los osteoclastos de médula y las células
Langerhans de la piel; así mismo existe evidencia de que
las células endoteliales tienen un origen hematopoyético
(Keating y col., 1982) al igual que las células “natural
killer” y las células dendriticas del tejido linfoide
¡.1.2.- Organimación jerárquica del siBtema hematopoyético.
El tejido hematopoyético es un sistema en organización
jerárquica formado por distintos compartimentos celulares.
Cada compartimento va repoblando al siguiente
completando así los procesos de proliferación y
diferenciación celular que dan lugar a las células maduras
de la sangre.
Tradicionalmente, las poblaciones celulares
hematopoyéticas se han clasificado en tres subclases (Lord,
1983)
—células madre, son células multipotentes con
capacidad de automantenimiento.
—células progenitoras <comprometidas), éstas son
células dirigidas a diferenciarse en alguna línea celular
concreta, poseen una gran capacidad proliferativa.
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—células de morfología reconocible. Incluye las
células en maduración y las células maduras funcionales.
Los compartimentos de células progenitoras y de
células en maduración son poblaciones celulares en tránsito
que proceden del compartimento de células madre a través
de diversas divisiones celulares. En estos compartimentos
se produce una amplificación de la población celular
mediante proliferación para satisfacer la demanda de
células maduras.
- Células madre hematopoyéticas
Estas células tienen un papel primordial puesto que
todas las células sanguineas (eritrocitos,plaquetas,
linfocitos T y B, granulocitos y macrófagos> derivan de las
células madre multipotentes (Lajtha,1982). Se considera
pues, que su potencial de diferenciación es multipotente,
con capacidad de producir los distintos tipos celulares
maduros de la línea mieloide y linfoide.
Son células dotadas de capacidad de automantenimiento,
lo que le permite mantener constante el tamaño de su
compartimento. (Siminovitch y col.,1963; Lajtha, 1982). Un
pequeño porcentaje de estas células (<10%) se encuentra en
fase de sintesis de ADN. El resto de esta población se
encuentra en situación de reposo proliferativo, fuera del
ciclo celular (Go); sin embargo poseen la capacidad de
entrar en fase de síntesis en situaciones de estrés.
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El ensayo de colonias “in vivo” que sirvió para poder
definir a un precursor próximo a la célula madre
hematopoyética fue desarrollado por Tilí y McCulloch en
1961. Estos autores inyectaron células hematopoyéticas de
un ratón donador a un ratón receptor isogénico irradiado
con una dosis potencialmente letal. Transcurridos 10—14
dias de la inyección sacrificaron los animales, y
observaron colonias macroscópicas en el bazo de estos
animales.
Análisis citogenéticos y bioquímicos confirmaron el
carácter clonal de estas colonias e indicaron que a menudo
estaban formadas por células de las dos lineas sanguineas
y que contenían aproximadamente 106 células <Barnes y col.,
1959; Becker y col., 1963). A la célula, responsable de la
formación de estas colonias, que cumplía las
características de pluripotencia y automantenimiento se le
denominó unidad formadora de colonias en bazo o CFU—s (Tilí
y McCuloch,1961).
En el ratón adulto, estas células se localizan
principalmente en médula ósea y también en bazo. El número
de CFU—s depende de la cepa del ratón pero cabe destacar
que este valor es relativamente constante y se situa en el
orden de 10~ células/fémur <Carsten y Bond,1969).
Mediante el uso de las técnicas de transferencia
génica, se ha confirmado la existencia de una estructura
jerárquica dentro del compartimento de células madre
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(Lemischka y col.,1986).
Mintz y col (1984), han definido la célula madre
pluripotente primitiva, denominada (Sp). A partir de esta
célula, se ha postulado la existencia de dos tipos de
células madre comprometidas a las dos grandes lineas
sanguíneas, la mieloide y la linfoide <Phillips, 1985).
Estas dos poblaciones celulares, designadas como Sni y Sí
son más diferenciadas que la célula madre pluripotente
primitiva (Sp) y tienen la característica de conservar la
capacidad de automantenimiento <Dick y col.,1985).
— Compartimento de precursores hematopoyáticos
comprometidos
Puesto que el número de células maduras sanguineas es
elevado y sólo una minoría de células madre (<10%) se
encuentra en fase de síntesis de ADN, el aumento en el
número de células entre ambos compartimentos tiene lugar
a través de una población intermedia de células que se ha
denominado compartimento de precursores comprometidos.
Las células que componen este compartimento se
caracterizan por tener gran potencial proliferativo y estar
definidas a diferenciarse en una línea celular
concreta.(Bradley y Metcalf,1966; Ichikawa y col.,1966
Metcalf 1980).
Las células del compartimento de progenitores
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comprometidos se encuentran en fase de síntesis en un
porcentaje ~ 30%; este porcentaje puede aumentar ante
situaciones de estrés del sistema (Tejero y col.,1988).
El desarrollo de las técnicas de cultivo “in vitro”
en matriz semisólida, ha servido para detectar, cuantificar
y caracterizar a los precursores comprometidos
hematopoyéticos según la capacidad de éstos para generar
colonias de células maduras hematopoyéticas. Estas técnicas
fueron descritas independientemente por Plunick y Sachs
<1965) y Bradley y Metcalf(1966); estos autores
desarrollaron el cultivo de progenitores granulo—
macrofágicos de ratón en una matriz semisólida de Agar en
presencia de factores estimulantes de la proliferación
celular; así mismo, se han desarrollado los métodos para
el cultivo de otros progenitores de la línea nieloide, como
son los precursores eritroides <Stephenson y col.,1971);
los precursores de megacariocitos (Metcalf y col.,1975) y
los precursores de linfocitos (Metcalf y col.,1975a).
La naturaleza clonal de estas colonias ha sido
demostrada utilizando métodos bioquímicos (isoenzimas de
G6PD), análisis de cariotipos y otras técnicas <Metcalf,
1984>. Asi mismo, estos ensayos han servido para
caracterizar ciertos factores estimulantes de la
supervivencia, proliferación y diferenciación en estas
células, a los que se ha llamado factores estimulantes de
colonias (CSFs)
6
En este apartado, vamos a hacer una breve descripción
de algunos precursores comprometidos referidos a la línea
mieloide.
— Precursores eritroidea
La diferenciación y maduración de la línea eritroide
supone una secuencia ordenada de acontecimientos que
comienzan en la célula madre multipotente, continuan en las
células comprometidas a la linea eritroide y finalizan en
la producción de eritrocitos maduros.
El uso de los cultivos “in vitro” en matriz semisólida
ha permitido identificar a distintos precursores eritroides
de ratón (Stephenson y col.,l971); éstos son el precursor
eritroide temprano llamado unidad formadora de “burst”
eritroide o BFU—E <Iscove y Sieber,1975) y la unidad
formadora de colonias eritroides o CPU—E (Iscove y
Sieber,1975). La población de precursores BFU—E, en
presencia de eritropoyetina (Epo), da lugar a colonias que
contienen normoblastos y células hemoglobinizadas no
nucleadas después de un determinado periodo de incubación,
que en el ratón es de 7 días, <Testa,1979). No obstante,
la observación de que el número de BFU—E “in vivo” no
dependia de la liberación de Epo <Iscove,1977a,b; 1978)
llevó a postular la existencia de un factor con actividad
promotora de “burst” o BPA diferente de Epo (Guilbert e
Iscove,1976; Iscove 1977 a y b). Este factor ha sido
identificado como la IL—3 (Clark y Kamen., 1987).
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Por otro lado, el tamaño del compartimento de CPU-E
si está regulado por la presencia de eritropoyetina
(Axelrad y col.,1974), este precursor es más maduro que el
BFU—E y podría corresponder al precursor no reconocible
morfológicamente sensible a Epo denominado ERO
(Wickramasinghe, 1986).
- Precursor gránulo-macrofágico
Se conocen varios tipos de precursores comprometidos
a la línea granulocito-macrofágica según su capacidad de
generar “in vitro” colonias de granulocitos, de macrófagos
o mixtas de granulocitos-macrófagos en presencia de los
apropiados factores estimulantes de colonias (Metcalf y
McDonald, 1975; Metcalf,1980).
El precursor comprometido a partir del cual se
desarrollan las células morfológicamente reconocibles que
darán el granulocito y el monocito es la célula formadora
de colonias granulocito—macrofágicas o CFC—GM. Como ya ha
sido indicado este precursor tiene la característica de ser
bipotencial, pudiendo desarrollar dos precursores celulares
distintos CPC—G y CFC—M o células formadoras de colonias
de granulocitos y macrófagos respectivamente
(Metcalf,1980).
Esta heterogeneidad en la población de precursores
granulomacrofágicos podría explicar las diferencias en las
características morfológicas de las colonias granulo-
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macrofágicas obtenidas en cultivo “in vitro”.
Se han podido distinguir tres tipos morfológicos de
colonias:
— colonias compactas que contienen solamente
granulocitos.
— colonias de aspecto disperso, formadas unicamente
por macrófagos y
— colonias mixtas, que se caracterizan por ser
compactas en el centro formadas por granulocitos y
dispersas en la periferia formadas por macrófagos.
El proceso de formación de granulocitos y macrófagos
está regulado por la presencia de factores estimulantes de
colonias que también están asociados a la formación de
estas células “in vivo”. Estos factores pertenecen a la
familia de glicoproteinas y son producidos por los
monocitos, los macrófagos medulares y por otros tipos
celulares, como son los fibroblastos, linfocitos
estimulados y ciertos elementos celulares del estroma
(Stanley y Heard,1977; Metcalf,1980; Burgess y col.,1981;
Dexter, 1982; Nicola y col.,1983>.
Para terminar con la descripción de los precursores
hematopoyéticos comprometidos, vamos a referirnos a los
precursores definidos a eosinófilos y megacariocitos.
Los precursores comprometidos a diferenciarse y
desarrollar eosinófilos y megacariocitos maduros en el
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ratón, se han denominado unidades formadoras de eosinófilos
o CFC—Eo y de megacariocitos o CFC—Meg respectivamente
(Metcalf y col.,1975 y Johson y Metcalf,1980).
La diferenciación y proliferación de ambos
precursores, está regulada por citoquinas especificas. Así
el precursor, CFC—Eo está regulado por la acción sinérgica
de la IL-3 e IL-5 <Rothenberg y col.,1988; Yamaguchi y
col, 1988)
El precursor CFC—Meg es sensible a la acción de la IL—
6 <Suzuki y col.,1989). Así mismo, la IL—3 puede estimular
el desarrollo de inegacariocitos a partir de su precursor
<Brunno y col.,1988).
— Células en fase de especialización y maduración
Para terminar con la descripción de las poblaciones
hematopoyéticas haremos mención a la población de células
maduras con características morfológicas y funcionales
especificas. La pérdida de la capacidad proliferativa del
compartimento de precursores comprometidos está acoplado
a un desarrollo progresivo de las características
bioquímicas, antigénicas y morfológicas de cada linaje de
células maduras; así sucede para algunas lineas
hematopoyéticas como la línea eritroide, granulocitica y
megacariocitica. No obstante, ciertas células maduras de
algunas lineas hematopoyéticas mantienen la capacidad de
proliferación al ser estimuladas apropiadamente, este grupo
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incluye a los linfocitos T y B, células cebadas y algunos
macrófagos tisulares.
En apartados posteriores, haremos una descripción más
detallada de las células maduras estudiadas en esta
memoria.
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1.1.3.— Bioquímica y Biología de los factores de
crecimiento mieloides.
El mantenimiento de los niveles adecuados de células
en sangre periférica requiere una continua y programada
producción celular por lo cual, el sistema hematopoyético
está sometido a estrechos mecanismos de regulación
(Goidman. Ji’!, 1982>.
La regulación de la hematopoyesis, se ejerce a través
de distintos mecanismos de control en los que intervienen,
entre otros, las células del estroma mediante la producción
y liberación de los distintos factores de crecimiento
hematopoyético (Alíen y Dexter, 1983; Spooncer y col. ,1986).
La supervivencia, diferenciación, proliferación y
desarrollo de las células madre y progenitores
hematopoyéticos así como la actividad funcional de las
células maduras está regulada por la acción de diversos
factores de crecimiento (Dexter, 1987; Nicola,1989; Whetton
y Dexter,1989; Heyworth y col. .1990).
Las distintas técnicas de cultivo “in vitro” han
permitido detectar,aislar, caracterizar y en ciertos casos
investigar el modo de acción de estos factores de
crecimiento (Metcalf y Mercharn, 1982). Así, se ha podido
conocer que la supervivencia y proliferación de la línea
celular FDC—P2 por la IL—3 se mantiene a través de la
regulación de los niveles intracelulares de ATP mediante
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un aumento en el consumo de glucosa, todo ello mediado por
este factor (Whetton y Dexter,1983; Whetton y col.,1985)’.
Los factores hematopoyéticos constituyen una familia
de proteinas de naturaleza glicosilada que regula la
producción y la actividad funcional de las células maduras.
La respuesta biológica a los factores hematopoyéticos
es amplia, algunos de ellos actúan sobre un dilatado
espectro celular, otros son más específicos en su rango de
acción. Así, la Interleuquina 3 <IL—3) mantiene el
crecimiento y desarrollo de las células madre multipotentes
(Heyworth y col.,1988) y de los progenitores mieloides GM—
CFC (Cook y col.,1989); 0—CFC (Rothenberg y col.,1988);
BFU—E (Sonoda y col.,1988) y Meg—CFC <Bruno y col.,1988).
La acción de los factores de crecimiento sobre las
células hematopoyéticas, en muchas situaciones, se realiza
de modo sinérgico o también de forma secuencial. Así sucede
en la maduración del progenitor eritroide CFU—E que
necesita la presencia de IL—3 y Epo para desarrollar las
células eritroides maduras (Iscove y col.,1974) y para el
desarrollo del precursor eosinóf lío que necesita la
presencia de IL—3 e IL—5 para su completa diferenciación
(Yamaguchi y col.,1988). Otros factores hematopoyéticos
descritos como reguladores del desarrollo de células de la
línea linfoide, han sido posteriormente señalados como
moduladores de células de la línea mieloide, como es el
caso de la IL—4 regulador del crecimiento de células B
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(Widmer y Grabstein,l987; Dexter,l987) al que se le ha
asignado una acción sinérgica con la IL—3, Epo, G—CSF y M—
CSF en el proceso de la diferenciación y proliferación de
células de la serie mieloide <Rennick y col.,1987; Peschel
y col.,1987).
A continuación, vamos a hacer una breve descripción
de las características bioquímicas y de los efectos
biológicos de ciertos factores hematopoyéticos referidos
a la línea mieloide.
En este sentido, la IL—3 ha sido descrita, hasta hace
poco tiempo, como el factor de mayor rango de accion.
Estructuralmente se caracteriza por tener naturaleza de
glicoproteina, en electroforesis SDS en gel de
poliacrilamia migra en una banda de Pm comprendido entre
aproximadamente entre 20.000 a 30.000 D (Bazil y
col.,1983); posee una homología de secuencia de un 29%
entre las formas humana y de ratón <Clark y Kamen,l987).
Entre sus funciones se destaca el mantener la viabilidad
de las células madre multipotentes, favorecer la entrada
en síntesis de ADN de CFU-S <Schrader y Clark-Lewis,1982;
Spirak y col.,1985 y Heyworth y col.,1988); y estimular el
desarrollo de las células multipotentes a colonias que
contienen células maduras de la línea mieloide <Whetton y
Dexter,1989). La IL—3 también actúa sobre la funcionalidad
de ciertas células maduras, así aumenta la actividad
citotóxica de monocitos <Cannistra y col.,1988) y la
producción de histamina por las células cebadas (Tsuji y
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col.,1990). Por lo indicado hasta ahora, la IL—3 regula la
proliferación y desarrollo de los progenitores
hematopoyéticos y puede potenciar la función de células
maduras.
Otros factores hematopoyéticos que actúan en la línea
mieloide son los factores estimulantes de colonias GM—CSF,
G—CSF y M—CSF, estos tres factores se describieron por su
capacidad de generar “in vitro” colonias granulo—
macrofágicas, de granulocitos y de macrófagos
respectivamente <Burgess y Metcalf,1977 y 1980). Así mismo,
modulan la actividad funcional de células maduras, en este
sentido aumentan tanto la actividad citotóxica de monocitos
como la producción de intermediarios reactivos del oxígeno
en los neutrófilos maduros (Arnout y col.,1986; Grabstein
y col.,1986; Reed y col,1987; Di Persio y col.,1989).
El factor G—CSF aumenta la vida media de neutrófilos
de sangre periférica (Vadas y col.,1983; Begley y
col.,1986; Tsuchiya y col. .1986). La estructura del factor
G—CSF humano y de ratón corresponde a glicoproteinas cuyos
PI y Pm aparentes se alteran por el tratamiento con
neuroaminidasa (Metcalf y col.,1987).
El factor GM—CSF puede favorecer la actividad
funcional de neutrófilos maduros a lo largo de varias
etapas de la fagocitosis. Así aumenta la producción de
02 de neutrófilos y es un factor quimiotáctico para
células fagociticas, aumentando la adhesión del neutrófilo
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al endotelio vascular (Gamble y col.,1989). La estructura
de este factor en humano, ratón y mono se ha determinado
por análisis de secuencia de aminoácidos y de ADN (Gough
y col.,1984; Sparrow y col.,1985; Wong y col.,1985). Para
cada especie la proteína nativa está precedida por una
secuencia hidrofóbica de 25 aminoácidos, el GM—CSF de ratón
comprende 124 aa con un Fin de 14.000 D.
El factor M—CSF estimula la formación de macrófagos
a partir del precursor CFC—GM (Kawasaki y col.,1985;
Metcalf,1986)¡. Mantiene la supervivencia y proliferación
de macrófagos y monocitos, promueve la capacidad citotóxica
y fagocitica de estas células, al igual que los factores
G y GM—CSF favorece la producción de intermediarios
reactivos del oxigeno en la fagocitosis (Heyworth y
col. ,1990)
La estructura del factor M-CSF es la de una proteina
fuertemente glicosilada en la que el grupo amino terminal
es necesario para la actividad biológica mientras que
modificaciones en el resto carboxilo terminal no afectan
esta actividad.
Una característica común a todos los factores de
crecimiento hematopoyético es que el resto azucarado no es
necesario para la unión del factor a su receptor, los
azucares deben tener alguna otra función “in vivo” todavía
no conocida.
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Las acciones biológicas descritas para estos factores
de crecimiento hematopoyético sugieren que dichos factores
juegan un importante papel en los mecanismos de defensa del
organismo, por lo que está siendo muy extendido el uso
clínico de los mismos en ciertas alteraciones inmunológicas
y/o hematológicas puesto que facilitan la recuperación del
sistema hematopoyético (Bronchud y col.,1987; Moore y
Warran,1987; Bronchud y col.,1988).
Recientemente, se ha descrito el denominado factor
stem celí <SCF). El SCF actúa asociado a otros factores
hematopoyéticos, aumentando la proliferación de los
precursores hematopoyéticos mas primitivos (Williams y
col.,1991; Okada y col.,1991). Este factor tiene un
importante papel en la regulación de los progenitores
hematopoyéticos más primitivos y está siendo descrita la
acción sinérgica de este factor con otros factores
hematopoyéticos. Así la administración del G-CSF en
combinación con el SCF aumenta el número de leucocitos en
sangre periférica <Molineux, 1991).
1.2. - CARACTERíSTICAS BIOQUíMICAS Y FUNCIONALES DE LAS
CELULAS DEL SISTEMA NEMATOPOYET¡CO.
En este apartado, vamos a hacer una descripción de
algunos aspectos metabólicos y funcionales de las células
del sistema hematopoyético. Para ello, comenzaremos
describiendo las células de médula ósea, población
representativa de una gran heterogeneidad celular. Dadas
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las características que posee la médula, las células que
la componen presentan un gran potencial de diferenciación
y proliferación. Con el fin de completar el estudio de las
características bioquímicas y funcionales de las células
de este sistema, continuaremos con la descripción de
algunos aspectos morfológicos, bioquímicos y funcionales
de dos tipos de células maduras; los eritrocitos y
granulocitos.
¡.2.1.- Biología celular y función de las células de mádula
ósea
La médula ósea es un tejido extremadamente complejo,
en el que las células madre hematopoyéticas dan las
distintas lineas celulares sanguíneas en el interior de los
espacios medulares.
La composición celular de la médula ósea es
heterogénea en cuanto al tipo, número y grado de madurez
de cada componente celular. Está formada por varios
compartimentos celulares, cada uno de los cuales presenta
unas características bioquímicas y celulares propias.
Una característica común en todos los compartimentos
celulares de la médula es su potencial proliferativo y de
diferenciación. Estos procesos se caracterizan por
necesitar un aporte de energía, es por esto, por lo que en
la médula ósea adquieren relevancia aquellas rutas
metabólicas dirigidas a la obtención de energía. Entre
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estas rutas, destaca la glicolisis, por ser un sistema que
genera ATP y, en este sentido se ha descrito la necesidad
de un sistema generador de ATP, como es la glicolisis, en
una línea celular hematopoyética (FDC—P2) para cumplir los
procesos de proliferación celular <Whetton y Dexter,1983).
La regulación del sistema hematopoyético está
ejercida, entre otros mecanismos, por determinados factores
de crecimiento. Una de las múltiples funciones que cumplen
los factores hematopoyéticos es la de mantener la
viabilidad de las células hematopoyéticas hecho que está
asociado a un transporte de glucosa (Whetton y col.,1985).
La glicolisis es una de las rutas de obtención de
energía en las células de médula ósea. En apartados
posteriores, haremos una descripción de las características
cinéticas de las enzimas reguladoras de la glicolisis en
células de médula ósea.
Como es conocido, el Fe+3 es necesario para cumplir
una serie de funciones fisiológicas. El Fe+J participa en
procesos de transporte de 02, como sucede en la hemoglobina
y mioglobina. Por otro lado, ejerce distintas funciones en
procesos de activación de enzimas que contienen oxigeno
<peroxidasas y catalasas) y colabora en los mecanismos de
transferencia de e formando parte de una gran variedad de
citocromos (citc a, citc b y citc c> (Williams,1985).
Por otro lado, el Fe+3 es necesario para cumplimentar
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procesos de proliferación y diferenciación celular <Ho y
col.,1989). Motivo por el cual, es importante estudiar el
metabolismo del hierro como parámetro indicativo de la
funcionalidad en células de médula ósea.
Uno de los mecanismos de captación y transporte de
Fe+3 al interior de la célula está mediado por la presencia
de una proteína transportadora de Fe~3, la transferrina
<Tf>. Esta es una glicoproteina plasmática cuya función
fundamental es la del transporte de Fe+3 al interior de la
célula. La unión de la Tf a su receptor, localizado en la
membrana plasmática, es un paso esencial en el mecanismo
de incorporación del Fe a la célula.
El receptor de Tf ha sido encontrado en las células
que presentan una gran capacidad proliferativa (Sutherland
y col.,1981; Trowbridge y Omary,1981)¡. En este sentido, la
expresión del receptor de la Tf está relacionado con la
proliferación de las células del sistema hematopoyético <Ho
y col.,1989). También ha sido descrito en otras células,
como hepatocitos y células de placenta (Sibille y
col.,1982; Seliginan y col.,1979). En células de médula
ósea, ha sido descrito en células precursoras eritroides
<Harrison,1984). También, ha sido descrito en lineas
celulares de otras series mieloides (Tel y col.,1982;
Taetle y col.,1987; Ho y col.,1989). En médula ósea de
rata, han sido descritos dos sitios de unión para la Tf,
uno de alta y otro de baja afinidad (J. Mendieta Tesis
Doctoral 1990). Así mismo, el receptor de la Tf está ligado
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a muchos mecanismos de defensa del organismo, ya que éstos
dependen, en ciertos casos de la presencia de Fe~3 <Gabig
y Lekfer,1985); así los macrófagos alveolares presentan
receptores de Tf en su membrana plasmática <Hirata y
col. ,1986>
1.2.2.—Algunas características morfológicas y función
fisiológica de las células de la serie eritroide
Como ha sido indicado en el apartado 1.1.2 de esta
memoria, los eritrocitos se generan a partir de los
precursores eritroides BFU—E y CFU-E mediante los procesos
de diferenciación celular.
El eritrocito de los mamíferos es una de las células
más especializadas del sistema hematopoyético.
Morfológicamente se caracteriza por carecer de núcleo,
mitocondrias y ribosomas; su composición es por lo tanto
muy simple, está formado por una membrana citoplasmática
que rodea una solución de proteína y electrolitos. La
proteína mayoritaria que compone el eritrocito es la
hemoglobina, que está representando el 95% de la proteína
total, el resto lo forman las enzimas necesarias para la
producción de energía y para el mantenimiento de la
hemoglobina en el estado fisiológico funcional.
Los eritrocitos de mamíferos son células anucleadas
que circulan por la sangre durante un tiempo determinado
que varia según las especies. Así, en el hombre la vida
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media del eritrocito es de 120 días mientras que en el
ratón es de 20—30 días (Magnani y col., 1980).
El estudio del eritrocito ha despertado gran interés
en virtud de la función fisiológica que desempeña y porque
dada su sencillez estructural y metabólica resulta una
célula ideal para realizar estudios bioquímicos.
Por carecer el eritrocito de orgánulos citoplasmáticos
como ribosomas y mitocondrias, su metabolismo queda
limitado a la glicolisis, el ciclo de las pentosas fosfato,
ciclo del 2,3 bifosfoglicerato (2,3 BPG), algunas
reacciones de oxido-reducción y ciertos aspectos del
metabolismo de nucleótidos.
Los eritrocitos, al igual que toda célula animal,
requiere energía para cumplimentar su actividad metabólica
y funcional, de tal manera que su metabolismo está
encaminado hacia la formación de la molécula que actúa como
transportador especial de energía libre ó ATP <Reiman y
col. ,1981>
Distintos sustratos tales como la ribosa, fructosa,
manosa, galactosa, etc.., pueden ser metabolizados para
obtener energía, siendo la glucosa la principal fuente
energética de los eritrocitos de todas las especies
animales, excepto el cerdo en el que el sustrato principal
es la inosina (Agar y Board,1983; Kim,1983). Así cada
molécula de glucosa que entra en la célula es fosforilada
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por acción de la hexoquinasa y transformada a glucosa—E—
fosfato. Este compuesto formado es metabolizado por la vía
de Emberf—Meyerhoff o por la ruta de las pentosas fosfato
en distinta cuantía. En situaciones fisiológicas, entre un
5% y un 13% de la glucosa se metaboliza por la ruta de las
pentosas fosfato <Harvey, 1989), la cantidad de glucosa
metabolizada por esta vía parece estar regulada por la
concentracción de NADP utilizada para formar NADPH. El
resto se metaboliza en la ruta glicolitica.
La segunda vía importante del metabolismo de la
glucosa en el eritrocito es la ruta aeróbica de las
pentosas fosfato.
La función fisiológica fundamental del eritrocito es
la del transporte de los gases respiratorios a través de
la sangre a los distintos tejidos. Esta función se realiza
mediante la Hb, proteína cuya estructura está diseñada para
realizar dicha función.
Las primeras teorías respecto a la función del 2,3 BPG
indican su papel como “buffer” y como compuesto que podría
ser utilizado como sustrato energético durante periodos de
deprivación de la glucosa. Fué en 1967, cuando Benesch y
Benesch indicaron la función del 2,3 BPG como modulador de
la afinidad de la Hb por el oxigeno (Bunn y col.,1974).
Dicha afinidad está modulada por diversos factores
entre los que se puede indicar el pH, la temperatura y los
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compuestos fosforilados, como son el 2,3 BPG y el ATP.
El 2,3 BPG, representa las 2/3 partes del fósforo de
la célula de mamíferos. El ATP tiene un efecto similar en
la oxigenación de la Hb siendo menos importante en los
eritrocitos de mamíferos ya que las concentraciones de ATP
son muy bajas y está formando complejo con el Mg2~ (Bun y
col.,1971). No obstante, este metabolito modula la
regulación de la oxigenación de la Hb en los animales
inferiores como son las especies de peces teleósteos (Giles
y Randall,1980).
La regulación de los niveles de 2,3 BPG se realiza por
la actividad de la 2,3 difosfogliceratomutasa y 2,3
difosfogliceratofosfatasa y por la relación inversa entre
los niveles de 2,3 BPG y la actividad PK (Westhead y
col,1984). Esta relación se observó en los eritrocitos que
presentaban altos niveles de 2,3 BPG asociados a
deficiencias en la actividad PK (Vives-Carrans y
col.,1980) -
La reacción entre el 2,3 BPG y la Hb es equimolecular
y tiene lugar gracias a la interacción que se produce entre
los grupos cargados negativamente del 2,3 BPG y los grupos
cargados positivamente de las histidinas PB y El de las
cadenas 8 de la Hb. El 2,3 BPG supone una adaptación en la
afinidad de la Hb por el oxigeno a las necesidades
metabólicas del individuo. <Harvey, 1989>.
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¡.2.3.— Características morfológicas y función fisiológica
de granulocitos.
Ha sido indicado en esta memoria, que los granulocitos
y macrófagos se pueden originar a partir de un precursor
común denominado CFC—GM o a partir de los precursores CFC—G
y CFC—M. A través del proceso de diferenciación celular
generan primero las células inmaduras y posteriormente la
célula madura ó granulocito. En este apartado vamos a hacer
una descripción de las características morfológicas de las
células que componen la línea de diferenciación de la serie
granulocitica.
El promielocito es la célula inmadura, perteneciente
a la serie granulocitica, en la que aparecen los gránulos
azurófilos. Estos contienen enzimas lisosómicas como
fosfatasa ácida, mieloperoxidasa, indolesterasa, B—
glucuronidasa y proteasas neutras <elastasa y colagenasa>,
hidrolasas ácidas y proteinas microbicidas que actúan
hidrolizando los enlaces 51—4 glucosídicos de la pared
bacteriana y eliminando los “detritus” celulares < Zinkl,
1989; Curnutte y Babior, 1990>.
Al promielocito le sigue el estado de mielocito,
siendo en esta célula en la que se producen los cambios
morfológicos más acusados en el desarrollo del granulocito.
En este estadio, se origina la síntesis de gránulos
específicos que aparecen rodeando al núcleo y
posteriormente se expanden a todo el citoplasma.
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Los gránulos secundarios o específicos, contienen
lisozima y lactoferrina. Esta última es una proteina unida
a Fe3~ que actua bloqueando el crecimiento bacteriano
<Curnutte y Babior,1990), dada su afinidad por el Fe3~ y
que también reacciona con las especies derivadas de 02
dando 0W mucho más reactivo.
El penúltimo estadio anterior a la célula madura, lo
representa el metamielocito, al que sigue la célula “en
cayado”. Esta célula dará finalmente el neutrófilo
polimorfonuclear ó granulocito maduro. Las reacciones de
tincción de los gránulos específicos sirven para establecer
la clasificación de los gránulocitos en neutrófilos,
basófilos y eosinófilos.
El estudio del metabolismo de granulocitos ha
despertado gran interés dada la importante función
fisiológica que poseen estas células.
Los granulocitos son las células de la sangre
encargadas de la defensa del organismo frente a las
infecciones piógenas. Su función está ligada a la de los
linfocitos y macrófagos ya que estas células también están
implicadas en los mecanismos de defensa.
La función fisiológica fundamental de los granulocitos
es la fagocitosis. La fagocitosis es el proceso mediante
el cual el granulocito ingiere la partícula u organismo
extraño <Smolen y Boxer,1990). La actividad fagocitica de
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la célula depende de una producción continua de energía
<Newburger y col.,1980), lo que supone que todas las rutas
metabólicas del granulocito dirigidas hacia la obtención
de energía adquieren gran relevancia en esta célula.
La energía necesaria para la quimiotaxis y la
ingestión de las partículas es aportada por la glicolisis
anaerobia (Lane y Lamkin,1984). Así mismo, otras rutas
metabólicas como es la via de las pentosas fosfato (HMP)
(Babior,1984), se activan cuando la célula es estimulada
por un agente extraño.
La fagocitosis se inicia con la adhesión de los
granulocitos a la superficie del endotelio. Este proceso
está mediado por receptores presentes en la membrana de la
célula, como son Fc <IgG1, IgG3) y C3 del sistema del
complemento. La siguiente fase de la fagocitosis es la
quimiotaxis, proceso de migración de los granulocitos hacia
los sitios de infección o las zonas de lesión tisular
<Zinkl, 1989). La quimiotaxis es positiva, lo que supone
que las células se dirigen hacia zonas donde hay mayor
concentracción de sustancias quimiotácticas
(Wilkinson,1982). Previa a la fagocitosis propiamente
dicha, está la fase de opsonización. Este proceso tiene
como finalidad, cubrir la partícula extraña de ciertas
sustancias llamadas opsoninas que facilitan la unión del
agente extraño al granulocito (Dechatelet,1979). A
continuación, tiene lugar la ingestión de la partícula
extraña, la formación del fagosoma y la fusión de los
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gránulos primarios y específicos a la membrana del
fagosoma. Finalmente, se produce la degranulación con la
descarga del contenido de los gránulos al interior de la
vacuola fagocitica.
En las fases posteriores de la fagocitosis se producen
cambios metabólicos bruscos que consisten en un aumento
del consumo de oxigeno a partir del cual se generan una
serie de compuestos con actividad bactericida, como son
el 02, H202 y distintos compuestos que derivan del oxigeno
<Babior,1978; Badwey y Karnowsky,1980; Zinkl,1989; Smolen
y Boxer,1990).
Paralelamente a estos fenómenos metabólicos tiene
lugar un aumento en la oxidación de la glucosa a través de
la ruta de las pentosas fosfato (HM?) (Babior,1984). Estos
cambios en el metabolismo oxidativo del granulocito
producidos después de recibir el estímulo se conocen como
“explosión respiratoria” <Babior y col. ,1973; Babior, 1984)
Existen tres mecanismos principales a través de los
cuales la explosión respiratoria puede favorecer la
destrucción de las partículas ingeridas, éstos son:
— Formación de radicales libres. Reducción del oxigeno
molecular a 02 por acción del sistema oxidasa.
— Halogenación mediada por inieloperoxidasa. Los
granulocitos contienen gran cantidad de MPO, que puede dar
reacciones de halogenación con CV e 1 a bajas
concentracciones de peróxido.
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- Alcalinización de la vacuola fagocitica. El pH de
las vacuolas fagociticas es ácido pero trás la ingestión
y degranulación experimenta un aumento inicial (7.8-8.0)
causado por un bombeo de C hacia el interior de la vacuola
fagocitica, sin protones concominantes, para después
descender gradualmente. El aumento súbito de pH activa las
proteinas catiónicas de los gránulos (Segal,1985). El
mecanismo de acidificación de la vacuola fagocitica después
de la alcalinización parece estar asociada a una bomba de
protones localizada en la membrana de los gránulos
terciarios <Mollinedo y Schneider, 1984).
La base bioquímica de la explosión respiratoria es la
activación de un sistema oxidasa dependiente de NADPH.
Este sistema es activado por distintos estímulos y
cataliza la reducción del oxigeno molecular a anión
superóxido (~2~) y peróxido de hidrógeno (H202)
principalmente <Badwey y Karnowsky,1980). Este proceso es
reversible y necesita el aporte continuo de energía. La
velocidad de oxidación de la glucosa a través de la ruta
de las pentosas fosfato (HMP) está incrementada por la
necesidad de aumentar la producción de NADPH.
La estructura de este sistema no es del todo conocida.
Se han descrito componentes de membrana y citosólicos como
integrantes del sistema oxidasa (Segal y Jones,1979;
Borregoard y col., 1983). Los componentes de membrana lo
constituyen el citocromo b y una flavoproteina.
30
En los granulocitos el citocromo—b se localiza
principalmente en la membrana de los gránulos terciarios
y en menor proporción en la membrana de los gránulos
específicos y la membrana plasmática de la célula <Segal
y Jones,1980; García y Segal,1984 y Mollinedo y
Schneider,1984). Este es el componente terminal de la
cadena de transporte de e y posee un bajo valor de
potencial (—245 mv) que le permite reducir directamente el
oxigeno molecular 02 a
Estudios de purificación e identificación de proteinas
han señalado que el citocromo—b está compuesto por 2
subunidades denominadas OQ.y 3 con Pm de 23.000 y 76.000—
92.000 D respectivamente. La transcripción de la cadena 8
está limitada a la línea mieloide y aumenta en paralelo con
la expresión del citocromo después de la inducción de la
actividad oxidasa <Segal,1989). La glicosilación de la
subunidad 8 sugiere que esta molécula está dispuesta en la
superficie externa de la membrana plasmática. La función
de la subunidad ok. no es conocida. Ambas subunidades se
fosforilan después de la estimulación del sistema oxidasa,
lo que sugiere la necesidad de cambios conformacionales en
el centro activo.
El segundo componente de membrana del sistema lo
constituye una flavoproteina. El hecho de que la actividad
oxidasa esté relacionada con una flavoproteina, fué
postulada por Cagan y Karnowsky en 1958. Parece ser que es
el cofactor flavinadenindinucleótido <FAD) el que está
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asociado a la actividad oxidasa (Light y col.,1981; Cross
y Jones,1986; Rossi,1986; Bellavite,1988; Clark, 1990)).
Diversos grupos han aislado en los extractos de
oxidasa una proteina con un Pm de 65.000—67.000 D que
corresponde a una flavoproteina (Markett y col.,1985;
Doussiere y Vignais,1985 y Kakinuma y col.,1987). Ensayos
de fotomarcaje sugieren que esta flavoproteina une NADPH
<Doussiere y col.,1986; Kakinuma y col.,1987).
El mecanismo de activación de la NADPH-oxidasa ha sido
objeto de numerosos estudios. Es posible construir un
modelo de sistema oxidasa compuesto por el citocromo—b245
y una flavoproteina como integrantes de la cadena de
transporte de C responsables de la formación del 02 a
partir del oxigeno molecular. Este sistema permite la
reducción directa del oxigeno a anión superóxido.
Los componentes citosólicos conocidos hasta ahora, lo
constituyen una proteina citosólica de Pm 47.000 D. Esta
se activa por fosforilación y se une al centro activo del
citocromo b. Esta molécula puede ser un transportador de
e o puede jugar un papel regulador y/o estructural en la
integración ó activación del sistema. Es posible que la
fase de latencia de la fagocitosis (lag time) refleje el
tiempo necesario para la fosforilación de ésta proteina,
su traslocación al interior de la membrana y su asociación
al citocromo b. El último elemento del sistema, lo
constituye otra proteina citosólica de Pm 65.000 D que se
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estos factores ejercen “in vivo” se han descrito a través
de su uso clínico> así, ambos factores aumentan el número
de granulocitos en sangre periférica y activan las
funciones fisiológicas de estas células (Yuo y col,1990).
Las especies derivadas del oxigeno, pueden ser
tóxicas por si mismas o aumentar su toxicidad por sus
reacciones con la mieloperoxidasa, por lo que los
granulocitos poseen un sistema de detoxificación celular
que transforma los derivados tóxicos en H20 (Klebanoff,
1988). Estos mecanismos de detoxificación están compuestos
por la enzima superóxido dismutasa <SOD) citoplasmática,
la glutation peroxidasa, glutation reductasa y catalasa.
Ciertas alteraciones en la estructura o en el
metabolismo de granulocitos, conducen a anormalidades en
la función celular que se traducen en una mayor disposición
a las infecciones piógenas. Este es el caso del Síndrome
de Chédiak-Higashi en el que una fusión incrementada de los
gránulos citoplasmáticos produce una degranulación ineficaz
con la consiguiente disminución de la capacidad
bactericida, y de la granulomatosis crónica en la que se
produce una alteración en el sistema de activación de la
oxidasa, lo que se traduce en una severa predisposición a
las infecciones piógenas.
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I.2.4.—Características diferenciales de las enzimas
glicolíticas en las células del sistema
hematopoyético
La glicolisis es la ruta fundamental de obtención de
energía en los tejidos de muchos mamíferos. Así, las
células sanguineas <eritrocitos, plaquetas, linfocitos y
granulocitos> dependen fundamentalmente de la glicolisis
para cumplimentar sus necesidades metabólicas y funciones
fisiológicas (Akkerman,1978; Rogers y col.,1980; Smolen y
Boxer,1990>.
En las células de médula ósea, la glicolisis es la
ruta metabólica que adquiere especial importancia para
desarrollar los procesos de diferenciación y proliferación
celular. Los eritrocitos necesitan de la glicolisis para
obtener la energía necesaria para el mantenimiento de los
niveles de 2,3 BPG <Harvey, 1989). Los granulocitos obtienen
de la ruta glicolitica la energía necesaria para la
locomoción, quimiotaxis y fagocitosis <Newburger y
col.,1980; Weisdorff y col.,1982; Lane y Lamkin,1984).
En los tejidos de mamíferos, la ruta glicolítica está
regulada en 3 puntos claves, que son las reacciones
catalizadas por la HK, PPI< y NC <Beutler,1990).
A lo largo de la diferenciación celular, tienen lugar
una serie de cambios metabólicos asociados a cambios en la
expresión de las enzimas reguladoras de diferentes rutas
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metabólicas (Nijhof y col.,1984; Vora y col.,1985>.
En este sentido, se ha descrito que las enzimas
glicoliticas presentan modificaciones en la expresión de
las distintas formas isoenzimáticas, en los mecanismos de
regulación y en los niveles de actividad a lo largo de la
diferenciación del sistema hematopoyético de diversas
especies < Setchenska y Arnstein,1978; Kidron y col.,1981;
Gaitán y col.,1989,1990; Cuenlías y col.,1990).
Las diferencias de actividad enzimática durante la
maduración y edad celular responden a diversos factores,
tales como la distinta compartimentación de las enzimas,
la diferente sensibilidad a los sistemas de oxidación, las
acciones de proteasas especificas... ( Magnani y col.,1984;
Beutler,1990).
La HE (ADP:D-hexosa-6-fosfotransferasa. EC 2.7.1.1.
111<>, cataliza la fosforilación de la glucosa a glucosa—E—
fosfato en la primera reacción de la glicolisis. En
numerosos tejidos de mamíferos, la HIC es reguladora del
metabolismo glucldico, como ocurre en eritrocitos,
plaquetas, linfocitos y granulocitos <Akkerman, 1978; Rogers
y col.,1980). En eritrocitos, se caracteriza por presentar
un descenso en los niveles de actividad paralelo al
envejecimiento celular (Corash y col.,1974>.
Los tejidos de mamíferos presentan 4 isoenzimas de mc
<designadas de 1 a IV) que se distinguen por sus
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propiedades cinéticas, inmunoquimicas y reguladoras
<Colowick,l973; Purick y col. .1973).
La distribución tisular de las diferentes isoenzimas
de HK depende del desarrollo celular, de la situación
hormonal y de las condiciones de la dieta. Así, en los
eritrocitos de mamíferos, la forma isoenzimática presente
de HK corresponde al tipo la. Esta se caracteriza por
poseer un Pm estimado entre 110-120 Kd, el pI en
condiciones nativas es de 6,2—6,3. La enzima se inhibe
competitivainente por el ATP, la G62 inhibe a la enzima de
manera lineal dependiendo de la concentración de MgATP2y
altas concentraciones de glutation también inhiben la HK
< Fornaini y col.,1982).
En los eritrocitos humanos y de conejo se han descrito
distintas formas isoenzimáticas según la edad celular y el
grado de diferenciación. En las células más jóvenes
predomina la isoenzima Ib, mientras que, en las células
envejecidas está presente la isoenzima de tipo la < Stochi
y col.,1982>. En el precursor CFU—E, de la línea de
diferenciación eritropoyética de ratón, se ha identificado
la presencia de la isoenzima 1 (principalmente el subtipo
la) y en menor proporción el tipo II. Este desaparece
durante la diferenciación en favor de la isoenzima la,
siendo ésta la forma predominante en el eritrocito ( Nijhof
y col.,1984). En otras células sanguíneas, como linfocitos
y plaquetas se ha identificado la forma isoenzimática HK—II
<Akkerman y col.,1984). Deficiencias en la actividad de
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esta isoenziina, se han asociado con alteraciones
hematológicas (anemia, fallos en la coagulación> <Rijksen
y col.,l983>
La fosfofructoquinasa <PFK> <ATP: D-fructosa-6-
fosfato—l—fosfotransferasa EC 2.7.1.11> es una de las
enzimas claves de la glicolisis en numerosos organismos
(Rapoport,1974; Uyeda,1979). En los tejidos altamente
especializados, el flujo glicolitico depende del nivel de
actividad de PER, como sucede en los eritrocitos de
mamíferos (Rapoport, 1974).
Las isoenzimas se han designado como P o C que
predomina en cerebro; la isoenzima L o B presente en
eritrocitos y la forma isoenzimática M o A que se presenta
en músculo <Uyeda,1979; Dunaway y Kasten,1985>. Los
neutrófilos contienen principalmente subunidades tipo L y
en las plaquetas existe un hibrido PL <Valentine y
Paglia, 1984>
Los tejidos de mamíferos poseen 3 tipos de subunidades
isoenzimáticas, cada una de las cuales se expresa en
diferentes tejidos y, entre ellas pueden dar fenómenos de
dimerización resultando así homotetrámeros y
heterotetrámeros que presentan distintos mecanismos de
regulación y propiedades fisico—quimicas, inmunoquimicas
y cinéticas diferentes (Oskam y col.,1985; Vora y
col.,1985; Bristow y col.,1987; Heesbeen y col.,1987).
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La mayoría de las isoenzimas de PFK de mamíferos están
formadas por subunidades de Pm 85+5 Kd siendo el tetrámero
la forma activa (Frieden y col.,1976). La asociación de
estas subunidades depende del pH y de la concentración de
enzima.
La PFK es una de las enzimas que presenta complejos
mecanismos de regulación. Así, está sometida a regulación
por un elevado número de metabolitos, a la acción de
diversas hormonas y al estado nutricional. El número de
efectores que puede influir en la actividad PFK depende del
tejido donde esté la enzima y de la concentración de
efectores (Bosca y Corredor,1984>.
La piruvatoquinasa <PK) <ATP:piruvato-2--o-
fosfotransferasa EC 2.7.1.40>, cataliza la reacción de
transformación del fosfoenolpiruvato (PEP) a Piruvato en
el último eslabón de la ruta glicolitica.
La NC ha sido descrita como una de las enzimas
reguladoras del metabolismo glucidico en diversos
organismos y tejidos (Ngo y col.,1983; VanBerkel y
Kostner,1973). Su papel regulador implica que está sometida
a numerosos mecanismos de control.
Similar a otras enzimas glicoliticas, la regulación
de la actividad PK se puede ejercer a través de la
existencia de diferentes formas isoenzimáticas. En tejidos
de mamíferos, se han descrito 4 isoenzimas de PK,
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designadas como ~ (14); ~2 (K); L y R. Estas isoenzimas
difieren en su distribución y propiedades cinéticas,
inmunoquimicas y reguladoras <Cárdenas y col.,1975).
La isoenzima K (142) es la más ampliamente distribuida
en todos los tejidos analizados y constituye la isoenzima
predominante en tejidos indiferenciados y neoplásicos
<Ibsen y col.,1980; Ngo y col.,1983). Esta isoenzima
aparece también en leucocitos <Max-Audit y col.,1984>.
Presenta cinética siginoidal respecto a PEP y es inhibida
por la L-Ala <Van Veelen y col.,1981). Predomina en las
células de médula ósea de ratón <Cuenlías y col.,1990)
La isoenzima ~1 está presente en músculo esquelético,
corazón y cerebro. Posee cinética hiperbólica respecto al
PEP y no está regulada alostéricamente <Noguchi y
col. ,1986)
La isoenzima L, está presente en el hígado, posee
cinética sigmoidal respecto a PEP y es activada
alostéricamente por F-l.6-P2 e inhibida por L-Ala y ATP
<Seubert y Schoner,1971). Dos formas modificadas de la
isoenzima L, denominadas R1 y R2 han sido descritas en las
células de la línea eritroide. Presentan similares
características cinéticas a la isoenzima L <Takegawa y
col.,1983>. La PK de eritrocitos de muchos organismos
regula las concentraciones intracelulares de 2,3 BPG
<Mueggler y Black,198l; Westhead y col.,1984). Esta
regulación tiene lugar mediante la relación inversa entre
40
los niveles de 2,3 BPG y la actividad PR (Westhead y
col. 4984)
Se han descrito distintas formas hibridas de PR en
diferentes tejidos a lo largo de los procesos de
diferenciación celular <Ibsen y col.,1980; Van Veelen y
col.,l981; Nijhof y col.,1984;). Así, las características
cinéticas de la PR varian durante la diferenciación de la
serie granulocitica, existiendo una mayor presencia de la
isoenzima L al ir aumentando el grado de diferenciación
celular <Cuenlías y col.,1990). En células hematopoyéticas
y eritrocitos de trucha, se ha descrito un cambio en las
propiedades cinéticas y reguladoras de la PR. La isoenzima
predominante en células hematopoyéticas es la 1< y en
eritrocitos la isoenzima presente corresponde al hibrido
KM (Gaitán y col.,1983).
1 • 3.- ESTROMA HEMATOPOYETICO
¡.3.1.— Aspectos generales
La hematopóyesis en la médula
ciertos elementos del estroma
mantenimiento y la diferenciación
hematopoyéticas. Las células del
soporte para la hematopoyesis
activamente en la regulación de
producción de diversos factores de
ósea está asociada a
que promueven el
de las células madre
estroma constituyen un
así como participan
la misma mediante la
crecimiento.
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La influencia de las células del estroma en el
mantenimiento de la hematopoyesis, se ha puesto de
manifiesto utilizando los cultivos de larga duración de
médula ósea <Curry y col.,l967; Dexter y col.,1977; Dexter
y Moore,1977). En este sistema la hematopoyesis se produce
debido a la formación de una capa de células adherentes que
constituye el apoyo para una hematopoyesis activa,
manteniendo la proliferación y la diferenciación de CFU—S
así como de los distintos precursores hematopoyéticos
<Mauch y col.,1980; Molineux y col.,1987).
Los sistemas de cultivo “in vitro” proporcionan una
metodología para analizar las interacciones entre las
células del estroma y hematopoyéticas. El uso de las
técnicas de clonaje celular permite clasificar los
distintos elementos celulares que componen el estroma y el
papel que éste juega en la hematopoyesis. Así mismo,
permiten determinar los procesos que conducen a la
producción y liberación de las moléculas reguladoras.
La población de células que forman el estroma
henxatopoyético es heterogénea. Diversos autores han
señalado que el estroma hematopoyético está formado
básicamente por dos tipos celulares, las células
epiteliales y los macrófagos (Tavassoli y Takhashi,l982).
Sin embargo, otros autores han señalado que el estroma
hematopoyético está compuesto por una mayor diversidad de
tipos celulares, tales como células endoteliales,
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reticulares, adipocitos, fibroblastos, macrófagos y células
“blanket” <Alíen y Dexter,1976; Bentley y Foidart,1980,
Dexter,1982).
En este apartado vamos a hacer una descripción de las
características y función de cada una de las células que
componen el estroma.
Las células endoteliales tienen un significativo papel
regulador en la heuatopoyesis en asociación a otros
elementos celulares del estroma (Alíen y Dexter,1984). Así
es interesante destacar la asociación de las células
endoteliales a los adipocitos en la hematopoyesis “in
vitro”, puesto que ha sido demostrado que estabilizan la
enzima lipoproteinlipasa, necesaria para el almacenamiento
de lípidos <Bjorutop 2., 1983) por lo que se puede afirmar
que podrían estár implicados en la diferenciación de los
adipocitos
Las células reticulares se encargan de sintetizar
fibras reticulares mediante un proceso de alargamiento
citoplasmático proporcionando el apoyo físico para las
células hematopoyéticas <Dexter, 1982). La íntima asociación
física entre las células reticulares y hematopoyéticas ha
sugerido que las interacciones célula—célula están
induciendo y regulando la hematopoyesis (Weiss y
Chen, 1975)
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Los adipocitos son también, células características
del estroma hematopoyético. En roedores y conejo, los
adipocitos derivan de células reticulares adventicias
(Weiss y Chen,1975; Tavasolli,1976; Brookoff y Weiss,1982)
y presentan la característica, en la hematopoyesis “in
vitro”, de situarse en áreas de granulopoyesis activa
(Sorelí y Weiss,l980; Weiss,l980).
Diversos autores han señalado el desarrollo de
colonias de fibroblastos derivados de células adherentes
de médula ósea de distintas especies animales <Friedstein
y col.,1974; Wilson y col.,l974). Los fibroblastos pueden
crecer durante largos periodos de tiempo en cultivo “in
vitro” y la implantación de éstas células en la cápsula
renal induce la formación de estroma óseo y de
hematopoyesis <Friedstein y col.,l974). No obstante, los
fibroblastos no mantienen la proliferación de la célula
madre hematopoyética “in vitro” <Lubennikova y
Domaratskay,1976>, por lo que, la hematopoyesis observada
tras la implantación de fibroblastos “in vivo” se debe a
la contaminación de elementos del estroma del huesped
(Dexter,1982). Estos argumentos indican que los
fibroblastos constituyen una matriz que sirve de apoyo para
el desarrollo de otras células del estroma pero no se
consideran componentes del estroma hematopoyético.
Otro componente del estroma lo constituyen los
macrófagos, que aunque no tienen su origen en células del
estroma, se consideran una parte funcional del mismo <Alíen
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y Dexter,1984). Están implicados en la diferenciación
granulopoyética y en la maduración de la línea eritroide
(Alíen y Dexter,1983). Los macrófagos, en definitiva,
controlan la hematopoyesis ya que producen diversos
factores reguladores.
Otro componente del estroma definido en sistemas “in
vitro” han sido las células en sábana ó “blanket”. Estas
tienen aspecto alargado, se situan de forma dispersa a lo
largo de la capa adherente y pueden identificarse en
reacciones de tincción con fosfatasa alcalina. Las células
“blanket” segregan fibronectina y laminina, que promueven
la migración celular, por lo que juegan un importante papel
en la migración de macrófagos y granulocitos formando las
áreas de granulopoyesis activa (Furcht y col.,1984).
1.3.2. Cultivo de larga duración de médula ósea
El cultivo “in vitro” de médula ósea, fué desarrollado
por Dexter en 1977. En este sistema la hematopoyesis se
produce continuamente, debido a la formación de una capa
de células adherentes que constituyen el apoyo morfológico
y funcional de la hematopoyesis. Este sistema, permite el
estudio de la influencia del estroma en la hematopoyesis
<Curry y col.,1967; Dexter y col.,1977; Dexter y
Moore,l977; Tavassoli y Takahashi,1982).
Los primeros datos acerca del cultivo de células de
médula ósea aparecen en 1963, sin embargo no se hace
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referencia a la necesidad de células del estroma en el
crecimiento de células hematopoyéticas, y es en 1970 cuando
el grupo de Freidstein define el papel del estroma en la
hematopoyesis.
En las condiciones de cultivo apropiadas, las células
adherentes que derivan de médula ósea pueden mantener la
proliferación y diferenciación de las células madre
hematopoyéticas durante largos periodos de tiempo <Tilí y
McCuloch,1961; Dexter y col.,1977). De tal manera, que al
inocular células de médula ósea a estos cultivos las
células madre hematopoyéticas (CFU-S) migran al interior
de la capa adherente y establecen sitios de hematopoyesis
activa (Dexter,1979), llamados también “nichos”
hematopoyéticos. Es en estos nichos donde se producen los
distintos precursores hematopoyéticos, GM-CFC; BFU-E y Meg-
OFO (Gregory y Eaves,1978; Willians y col.,1978; Dexter y
col.,1979) y la célula madre hematopoyética se
automantiene, protegiéndose del proceso de diferenciación
(Schofield,1978). Las células hematopoyéticas más
primitivas se localizan en el interior de estos nichos, al
madurar migran hacia el exterior hasta que se liberan al
medio de cultivo (Dexter,1982>. El cultivo de larga
duración de médula ósea, produce granulocitos maduros que
son morfológica y funcionalmente equivalentes a la célula
“in vivo” <Dexter y col.,1980).
El cultivo de larga duración de médula ósea mimetiza
la hematopoyesis “in vivo”y en este sistema, el control del
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mantenimiento y proliferación de las células
hematopoyéticas se realiza mediante la liberación de
actividades reguladoras por células de la capa adherente
<Dexter,1983;1984)
1.4.— EFECTO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES SOBRE SISTEMAS
BIOLOGICOS.
1.4.1.- Efecto de la irradiación en el sistema
hematopoyético. Aspectos generales
Dada la extensa utilización de las radiaciones
ionizantes en terapia clínica, es de gran utilidad el
estudio del efecto de dichas radiaciones sobre el sistema
hematopoyético, ya que a causa de su radiosensibilidad, es
un sistema limitante en radioterapia. Así mismo el
denominado síndrome hematopoyético constituye uno de los
riesgos más importantes derivados de accidentes
radiológicos.
Los radicales libres generados en la radiólisis del
agua (componente mayoritario de las células animales),
pueden reaccionar con otros componentes de la célula, a
través de un mecanismo de acción indirecta o bien, la
energía de la radiación puede reaccionar directamente con
componentes celulares mediante un mecanismo de acción
directa. En cualquier caso, es aceptado que después de una
irradiación los efectos de ésta se produccen vía ambos
mecanismos.
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Los efectos biológicos de las radiaciones ionizantes
pueden clasificarse desde diversos puntos de vista. Una de
las clasificaciones más utilizadas es la que se refiere a
la transmisión celular de los efectos y a su relación con
la dosis. Así, pueden clasificarse en hereditarios y
somáticos.
Los efectos hereditarios son aquellos que afectan a
los descendientes del individuo irradiado. Para que estos
efectos se produzcan es necesario que las células
germinaLes del individuo se hayan afectado.
Efectos somáticos, son aquellos que sólo afectan al
individuo que ha recibido la irradiación y no se transmite
a sus descendientes, lo que supone que no se han afectado
las células germinales.
A su vez, los efectos de la radiación pueden
clasificarse según la incidencia que tengan en si mismos,
así tenemos: efectos estocásticos y deterministas.
Los efectos estocásticos se caracterizan porque la
probabilidad de que ocurra el efecto depende de la dosis.
Esto supone que un aumento en la dosis recibida implica una
mayor probabilidad de transformación de alguna célula del
organismo. Este efecto está relacionado con la aparición
de mutaciones cromosómicas y, según que éstas afecten a
células germinales o somáticas tenemos los efectos
estocásticos hereditarios o estocásticos somáticos. La
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gravedad de este tipo de efectos depende de otros factores,
como es la localización de las células afectadas.
Los efectos deterministas o no estocásticos se
caracterizan porque el efecto depende del número de células
afectadas. En este tipo de efecto existe una dosis umbral
por debajo de la cual el número de células afectadas es
inapreciable para que se manifieste el efecto. La gravedad
de este tipo de efectos es proporcional a la dosis
recibida.
En función de estos conceptos, la descripción del daño
hematopoyético que se realiza en esta memoria se encuadra
en los efectos somáticos deterministas.
La radiosensibilidad de un órgano o tejido depende de
dos factores, la sensibilidad inherente de cada célula y
la cinética de la población. Así mismo, la evolución de la
respuesta a la agresión de la radiación, depende de la
velocidad con que las células de un tejido se reemplazan
y de su dinámica de producción, diferenciación,
envejecimiento y pérdida.
Los tejidos más radiosensibles son los que poseen un
sistema de organización jerárquica, formados por
poblaciones celulares de rápida proliferación, que
contienen células madre a partir de las cuales se forma un
compartimento de amplificación y tránsito que tiene como
finalidad generar las células postmitóticas diferenciadas.
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Estas características son las que le confieren al
sistema hematopoyético su elevada radiosensibilidad. Así,
la elevada sensibilidad a la radiación de las células madre
hematopoyéticas y de los precursores comprometidos, es la
causa de la parada proliferativa de estas células. Esto
origina el síndrome hematopoyético, que se caracteriza
porque la pérdida normal de las células de sangre
periférica no puede ser compensada y, en consecuencia, tras
la irradiación recibida y después de un periodo de latencia
se produce una disminución en el número de células
circulantes. Este síndrome se manifiesta en una menor
resistencia ante los procesos infecciosos, una mayor
tendencia a las hemorragias y en general aparece una grave
anemia.
¡.4.2.— Radiosensibilidad de las poblaciones celulares
hematopoyéticas.
El sistema hematopoyético, dadas las características
comentadas es uno de los sistemas limitantes en
radioterapia y causa primaria de riesgo letal en el caso
de accidentes radiológicos. Trás la irradiación, se
producen una serie de fenómenos que, dirigidos a paliar el
daño originan alteraciones en el sistema hematopoyético.
Vamos a enumerar una serie de fenómenos que tienen
lugar en el sistema hematopoyético de ratón después de su
exposición a una dosis moderada de irradiación.
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Después de la irradiación, se produce un brusco
descenso en el número de células madre y de progenitores
comprometidos. Estos bruscos descensos se continuan con una
recuperación exponencial, en la que algunos parámetros
alcanzan los valores iniciales mientras que otros
parámetros no llegan a situarse en los valores control.
La recuperación del daño agudo es rápida a causa de
la gran capacidad proliferativa de las células madre y es
completa en cuanto al número de células en sangre
periférica (Hendry,1985; Testa 1988); pero puede ocultar
alteraciones en las poblaciones de precursores como
consecuencia del estrés proliferativo de estas células y
de su radiosensibilidad <Hendry,1985).
Los precursores del sistema hematopoyético poseen
distinta sensibilidad a las radiaciones ionizantes según
las especies (Hendry,1985). Así, en los roedores, los
precursores hematopoyéticos más radiosensibles son los
precursores eritroides BPU—E, CFU—E y el precursor de
linfocitos B; mientras que los precursores de granulocitos,
macrófagos y megacariocitos son menos radiosensibles que
los anteriores y presentan entre ellos, similar
sensibilidad a la irradiación <Hendry,1988).
La etiología del daño residual de médula ósea no es
del todo conocida, ciertos autores han indicado que el daño
residual hematopoyético es una consecuencia de la reducción
en el número de células madre con capacidad proliferativa
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<Reincke y col., 1982). Otros autores, han indicado que el
daño residual se debe a alteraciones en el estroma
hematopoyético(Hendry y col.,1984; Molineux y col.,l987).
Dado que éste, es el microambiente funcional necesario
para que se produzca la hematopoyesis, una alteración en
el estroma puede desencadenar un fallo en médula ósea a
largo plazo. Puesto que la composición del estroma
hematopoyético es heterogénea, la alteración que la
irradiación puede producir en dicho estroma dependerá de
la radiosensibilidad de cada uno de los componentes
celulares que lo integran <Fitzgerald y col, 1986; y
Gualteri, 1987). A pequeñas dosis de radiación, el estroma
henatopoyético puede mantener un daño reversible y liberar
factores de crecimiento hematopoyético que afecten a
algunas de las funciones de las células que produce
(Alberico y col.,1987; Nicola. ,l989).
Por lo tanto, se puede considerar, que el daño
residual en médula ósea pueda ser el responsable de
alteraciones hematopoyéticas posteriores, de tal manera que
se comprometa la capacidad de reserva del tejido a lo largo
de La vida del, individuo.
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1.5.- OBJETO DEL TRABAJO
Dentro del interés, por conocer las consecuencias de
la interacción de las radiaciones ionizantes en los
organismos vivos, el análisis de las alteraciones que la
radiación puede producir en el sistema hematopoyético, es
uno de los objetivos prioritarios en radiobiologia.
El sistema hematopoyético, por sus características
de diferenciación y proliferación celular, es uno de los
tejidos más radiosensibles del hombre y de los mamíferos
en general (Hendry,1985).
Después de una exposición accidental o terapia
citorreductiva, la recuperación del sistema hematopoyético
puede parecer completa respecto al número de células en
sangre periférica, pero puede ocultar otro tipo de
disfunciones que se manifiesten a largo plazo dando lugar
a alteraciones hematopoyéticas metabolicas y funcionales
en los distintos estadios de diferenciación celular.
Sobre la base de estas consideraciones teóricas, el
objeto de este trabajo será evaluar el daño residual que
las radiaciones ionizantes ejercen en el sistema
hematopoyético de ratón, trAs la irradiación global y aguda
con una dosis subletal de 5 Gy. Para ello, se cuantificará
la regeneración de precursores hematopoyéticos
comprometidos y se estudiarán las posibles modificaciones
metabólicas y funcionales en células de médula ósea y en
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células maduras <eritrocitos y granulocitos). En las tres
poblaciones celulares elegidas, determinaremos los niveles
de actividad de las enzimas reguladoras de la glicolisis,
dada la importancia de esta ruta en la obtención de energía
(Nijhof,1984; Agard y Board,1984; Lane y Lamkin,1984).
Como parámetro indicativo de la funcionalidad de las
distintas poblaciones estudiadas, analizaremos algunos
aspectos del metabolismo del hierro en células de médula
ósea (Ho y col.,1989>; el mecanismo de regulación de la
hemoglobina en eritrocitos <Beutler,1990) y la capacidad
de producción de anión superóxido en granulocitos. como
parte importante de la fagocitosis<Zinkl,1989>.
Para evaluar la implicación del estroma de médula en
el daño hematopoyético residual, utilizaremos el sistema
de cultivo ‘Un vitro” de larga duración de médula ósea, que
nos permitirá analizar las interacciones entre las células
del estroma y las células hematopoyéticas en el proceso de
regulación de la hematopoyesis.
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MATERIAL Y METODOS
II.- MATERIAL Y ¡(¡TODOS
¡¡.1.— MATERIAL
11.1.1.— Animales de experimentación
Se han utilizado ratones <Mus musculus L.> hembras
adultas, híbridas (F1) del cruzamiento entre machos de la
cepa Balb/C y hembras de la cepa 057 Bí, de 12 semanas de
edad. Los animales pertenecen al estabulario de la Unidad
de Efectos Biológicos del CIEMAT, fueron mantenidos en
condiciones ambientales constantes a 22W de temperatura,
50% de humedad relativa y con periodos de luz—oscuridad de
12 horas. Para su alimentación, se les administró pienso
Sandernius (Sanders) y agua ad libitum
.
11.1.2.- Productos utilizados
Se han utilizado productos químicos de los
laboratorios Merck calidad R.A. Los productos bioquímicos
pertenecían a los laboratorios Boehringer Mannheim <G.F.R>
y Sigma Chemical Company (St. Louis Mo USA>. Los medios de
cultivo <Fischer e Iscove’s modificado Dubelco medio 114DM)
procedían de la casa Gibco LTD (Scotland), se prepararon
a partir de medios base de composición definida,
suplementados con antibióticos <penicilina y
estreptomicina) y bicarbonato sódico. Se prepararon al
doble de su concentración (2x) y se conservaron congelados.
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Previo a su utilización, se diluyeron al 50% <y/y) con
agua desionizada estéril. El Agar era de la firma Difco
<USA>; los sueros empleados procedían de los laboratorios
Flow y Hazíeton, antes de su utilización fueron inactivados
en baño de agua a 56W durante 30 mm y testeada su
capacidad para estimular el crecimiento “in vitro” de
precursores heamtopoyéticos.
La transterrina utilizada fué transferrina humana
saturada de Fe Sigma Chemical Co (USA). El 125INa (100
~¿Ci/ml>pertenecía a la casa Amnershan Radiochemical Centre
(LIX). Las esferas de poliestireno fueron de Pierce
Eurochemie B.V <Netherland).
11.1.3.— Material de Laboratorio
La extracción de médula ósea se realizó con material
quirúrgico estéril. Las suspensiones y cultivos celulares
se realizan en cabina de flujo laminar <Telstar mod AV—
loo)
La cuantificación de las suspensiones celulares se
realizó con un contador electrónico de partilculas <Coulter
Counter modelo ZM Electronics, England) con tubo de 100 um
de diámetro de poro. También se han cuantificado las
suspensiones celulares al microscopio óptico (Leitz
Laborlux 5) en cámara de Netlbauer.
La incubación de los cultivos celulares se realizó en
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incubadores de C02,humedad y temperatura controlada de la
marca Napco modelo 7 100—01 para la estuf a que se mantuvo
a 3300 y modelo 7100—220 M21968 para la estufa mantenida
a 3700.
Las colonias granulo—macrofágicas se observaron y
cuantificaron con una lupa estereoscópica Olympus HOlí. Los
cultivos de larga duración de médula ósea se observaron en
un microscopio invertido Leitz Labovert Fs.
Las pesadas fueron realizadas en balanza analítica
Sartorius y en granatario Stanton D5OT. Las medidas de pH
se realizaron en un pH—metron Crison micropH 2001.
Las centrifugaciones fueron realizadas en centrífuga
refrigerada Sorvalí R05C y en centrífuga de mesa Selecta
Meditronic.
Las medidas espectrofotométricas se verificaron en un
espectrofotómetro 0V/vis PU8820 Philips termostatizado.
Los extractos enzimáticos y reactivos se conservaron
en frigorífico Zanussi y en congelador Kelvinator modelo
ACK-55.
Las homogenizaciones se realizaron en un homogenizador
Omni Mixer modelo n~17l06, Ouni international.
57
11.2.— METODOS
11.2.1.- Irradiación y dosimetría
La irradiación de los animales se ha realizado con un
equipo de rayos X MG—323 Philips en la instalación
radiactiva IR—04 del CIEMAT. Las condiciones de la
irradiación fueron de 250 ±2,5 kV y 12,8 ±0,4 mA. La
filtración inherente nominal del tubo es de 2,2 mm Be + 3
mm Al y la filtración adicional de 0,4 mm Sn, 0,25 mm Cu
y 1 mm Al. La capa hemireductora resultante fue de 2,8 mm
Cu.
Los animales se irradiaron en grupos, introducidos en
recipientes de metacrilato diseñados y construidos en el
CIEMAT. En estos recipientes, las variaciones de dosis
absorbidas son inferiores al 2%. La mesa giratoria de
irradiación se situó a 43 cm del foco de irradiación,
consiguiéndose una irradiación uniforme con una tasa de
dosis de 0,88 Gy/min y una dosis absorbida total en el
cuerpo de 5 Gy. La determinación de la tasa de dosis
absorbida en tejido se obtuvo a partir de la medida de
exposición. Esta se ha realizado en un dosimetro Farmer
2570 de Nuclear Enterprises y la cámara de ionización de
0,6 cm3 modelo 2571 de Nuclear Enterprises.
La estabilidad de la cámara ha sido comprobada
mensualmente por el operador de la IR—04 mediante una
fuente de 90 tipo 2503/3 <Nuclear Interprises>.
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¡¡.2.2.- Preparación y cuantificación de la suspensión
celular de médula ósea.
Para cada experimento se sacrificaron un mínimo de
tres ratones de la misma edad para control e irradiado,
mediante dislocación cervical.
Las suspensiones celulares de médula ósea se
obtuvieron de los fémures y tibias de las extremidades
posteriores. En condiciones estériles, se procedió a
obtener la médula ósea mediante inyección en los huesos de
NaCí 0,9% o de medio de cultivo 114DM con ayuda de jeringa.
Los agregados celulares presentes en la suspensión,
se dispersaron mediante la aspiración repetida de toda la
suspensión celular a través de agujas de diferentes
grosores.
La suspensión celular se mantuvo en baño de hielo <0—
40C> hasta su utilización.
La cuantificación de las suspensiones celulares de
médula ósea se realizaron al microscopio óptico utilizando
cámara de NeUbauer y, en ciertas ocasiones se utilizó el
contador electrónico de partículas.
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¡¡.2.3.— Obtención de poblaciones celulares maduras de
sangre periférica: eritrocitos y granulocitos
Una vez anestesiados los animales, se extrajo la
sangre y se introdujo en tubos heparinizados. A
continuación, 1 ml de sangre se mezció con Dextrano T—500
(0,33 mí) al 6%, quedando una concentración final de 1,5%
y se dejaron sedimentar los eritrocitos a temperatura
ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, los eritrocitos sedimentados, se
lavaron 3 veces sucesivas con Nací 0,9% para eliminar el
exceso de Dextrano.
El aislamiento de granulocitos de sangre periférica
se realizó según una modificación del método de Bbyum
(1974)
Una vez sedimentados los eritrocitos a temperatura
ambiente durante 30 mm, el sobrenadante se introdujo en
Ficoll-Paque <d=l.077 g/cm3) y se centrifugó a 600 xg
durante 20 mm, con el fin de separar las distintas células
de la serie blanca. Posteriormente, se retiró la capa de
plasma y linfocitos y se lavaron las células con 5 ml de
Nací 0,9% a 400 xg durante 10 mm a temperatura ambiente
para eliminar el exceso de Ficolí. A continuación, se
retiró el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en
200 pl Nací 0,9%. Para eliminar la posible contaminación
de eritrocitos, se sometió la suspensión a hemólisis con
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agua fría durante 25”. Finalmente, se reconstituyó la
isotonicidad con NaCí 3,5%, se recogieron las células
mediante centrifugación y se resuspendieron en solución
salina tamponada <HBSS).
Las células obtenidas fueron teñidas e identificadas
con la tincción de May—Grunwald Giemsa, siendo approx 90%
granulocitos.
11.2.4.- Estimación de la viabilidad celular
La viabilidad de las suspensiones celulares se
deterninó mediante el test de exclusión del colorante azul
tripano
Se mezclaron 100 pl de la suspensión celular con 100
pl de la solución azul tripano al 0,5% en solución salina
a pH 7,2—7,3; transcurridos unos minutos <aprox. 10 mm>
se observó una muestra al microscopio óptico. Para calcular
el porcentaje de viabilidad celular, se cuantificó un
mínimo de 50—100 células, entre las viables (sin teñir) y
las no viables <teñidas de azul>.
La viabilidad celular determinada en cada ensayo
alcanzó unos valores del 99%.
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11.2.5.- Cultivo de larga duración de médula ósea
El cultivo de larga duración de médula ósea, se
realizó según el método descrito por Dexter (Dexter y
col,1977). El método consiste en la formación de una capa
adherente de células de médula ósea <estroma) que actúa
como soporte y fuente de factores estimulantes para
mantener la hematopoyesis “in vitro”.
Experimentalmente, consiste en inocular sin disgregar,
la médula ósea de un fémur y una tibia de distintos ratones
en frascos de cultivo de 25 cm2 con 10 ml de medio de
incubación.
A continuación, se incuban los frascos de cultivo en
estuf a a 330C una vez gaseados con un 5% de CO
2. El medio
empleado para el cultivo fue el medio Fischer suplementado
con un 20% <y/y) de suero de caballo inactivado y
hemisucinato sódico de hidrocortisona io~ 14. En estas
condiciones, a la 31 semana de iniciado el cultivo, se
forma la capa adherente y se liberan al medio las células
maduras, formadas fundamentalmente por granulocitos <90%).
Semanalmente, se procede a cambiar el medio de
incubación por medio fresco y se recogen los granulocitos
del sobrenadante, según se indica a continuación: una vez
agitadas las botellas suavemente, con el fin de desprender
todos los granulocitos de los nichos hematopoyéticos, se
recoge la suspensión celular y se centrifuga a 400 xg
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durante lo mm, el precipitado se resuspende en distintos
medios según los ensayos a realizar.
Así, para la determinación de las actividades
enzimáticas, las células se resuspendieron en NaCí 0,9%,
mientras que para la determinación del anión superóxido se
resuspendieron en solución HBSS.
Periódicamente, se determinó la viabilidad de los
granulocitos obtenidos “in vitro” según se indica en
11.2.4. Los valores de viabiliad fueron siempre superiores
al 95%.
Todos los cultivos de médula ósea de larga duración,
establecidos en este trabajo, se mantuvieron con
hematopoyesis activa al menos durante 2 meses.
11.2.6.- Cultivo de precursores granulo—macrofágicos eTC-SM
El cultivo de estos precursores, se realizó mediante
técnica de cultivo “in vitro” en matriz semisólida de agar.
Las colonias mixtas granulo—macrofágicas se obtuvieron
cultivando i0~ células/ml de médula ósea en presencia de
suero de caballo <20%>, medio condicionado de la línea
celular Wehi-3b <11-3) (10%) o sobrenadante de los cultivos
de LTBMC libres de células como fuente de factor
estimulante de colonias, medio de cultivo Iscove y agar
0,3%. Los cultivos se incubaron en estufa a 3700 y con un
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5% de 002.
Transcurrido el periodo de incubación de 7 días, se
cuantificaron la colonias obtenidas. En la microfotografía
1, se muestra el aspecto de una colonia granulo—macrofágica
después de la incubación.
En cada experimento se emplearon al menos, 5 placas
de cultivo.
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¡¡.2.7.— Obtención de los extractos enuimáticos
¡¡.2.7.1.- Extracto enzimático de médula 6sea
Una vez obtenida la suspensión de médula ósea según
se indica en el apartado ¡¡.2.2, el extracto enzimático se
preparó sometiendo esta suspensión a un proceso de ruptura
por congelación y descongelación, y posterior
centrifugación a 14.000 xg durante 30 minutos a 400. El
sobrenadante obtenido, se recogió por decantación y se
distribuyó en pequeños viales que se conservaron congelados
(~20ÓC) hasta el momento de su utilización.
11.2.7.2.— Extracto enzimático de eritrocitos
Para obtener el extracto de eritrocitos, se sometió
a éstos, a un proceso de hemólisis por la adición de
saponina al 0.2%. La saponina extrae las fracciones de
enzimas (PFK, *11<> asociadas a las membranas plasmaticas
de eritrocitos <Jenkins y col.,1985> en dilución 1:3. El
hemolizado se congelO, descongeló y se centrifugó a 14.000
xg durante 30 minutos a 400. El sobrenadante obtenido se
utilizó para las determinaciones enzimáticas.
¡¡.2.7.3.— Extracto enmimático de granulocitos
Las determinaciones enziináticas de granulocitos, se
realizaron con las células obtenidas en el cultivo “in
vitro” de larga duración de médula ósea, a la 3~ semana de
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cultivo.
Las células se obtuvieron según se indica en 11.2.3.
La suspensión celular se ajustó a una concentracción
celular de 10~ células/mí, a continuación se sometió a
congelación y descongelación, y posteriormente se
homogenizó a 840 xg durante 2 minutos. Finalmente, el
homogenado se centrifugó a 14.000 xg durante 30 minutos a
400. El sobrenadante obtenido se fraccionó en viales y se
mantuvo congelado <~20oC) hasta su utilización.
¡¡.2.8.— Determinación de la actividad enzimática de las
enzimas glicoliticas
¡¡.2.8.1.— Determinación de la actividad
hexoquinasa
La actividad hexoquinasa se determinO midiendo
espectrofotométricamente a 340 nm, la velocidad de
reducción del NADP, según el método de Mc Leod y col <1963)
que utiliza un sistema acoplado a glucosa 6—
fosfatodehidrogenasa (G6PD>, según el siguiente esquema de
reacción:
Glucosa + ATP HK > G6P + ADP
G6P + NADP G6PD > EP-gluconato + NADPH +
La cantidad de NADP reducida por unidad de tiempo es
proporcional a la actividad hexoquinasa.
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Los reactivos y sus concentraciones en cubeta para
cada una de las poblaciones celulares estudiadas, se
indican en el apartado ¡¡¡.2
¡¡.2.8.2.- Determinación de la actividad
fosfofructoquinasa
La actividad fosfofructoquinasa se determinó midiendo
espectrofotométricamente a 340 nin la velocidad de oxidación
de NADH, según el método de Layzer (1975> que utiliza un
sistema acoplado de aldolasa, triosafosfato isomerasa (TIM)
y glicerolfosfato dehidrogenasa <GDH) según el siguiente
esquema de reacciones:
PFK
F6P + ATP > F 1,6-bP + ADP
aldolasa DHP
F l,6bP fi
GAP
2 DHP + 2 NADH + 2 H~ GDH~ L<-) Glicerol
La cantidad de NADPH oxidado por unidad de
en relación 2:1 con la F6P que se fosforila.
TIM
3-P + NADP
tiempo está
Los reactivos utilizados en los ensayos, y sus
concentraciones en cubeta, se indican en el apartado 111.2
¡¡.2.8.3.- Determinación de la actividad
piruvatoquinasa
La determinación de la actividad piruvatoquinasa, se
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nm es de 6,22 ío3 mol V1 cnCt (Horecker y Kornberg,1948).
¡¡.2.9.- Estudio de la unión de tranaferrina en células de
médula ósea
11.2.9.1.— Marcaje de transferrina humana
Se utilizó transferrina humana comercial <10 mg/ml en
PES, Sigma Chemical>.
El marcaje de la transferrina saturada de hierro con
Na125I se realizó en presencia de un antioxidante
(cloramina T) inmovilizado en bolitas de poliestireno
(Iodobeads, Pierce). De ésta forma el procedimiento de
marcaje es menos agresivo para la proteína ya que no es
necesario usar agentes reductores (Markwell,1982>.
Protocolo experimental: se disuelven 100 pg de
transferrina en 0,1 ml de PBS 0,05 14 pH 7,4 quedando una
concentración final de 1 mg/ml. A continuación, se incuba
durante 30 minutos en baño de hielo con 0,5 mCi Na125I en
presencia del catalizador <Iodobeads). Después del periodo
de incubación, se toma una alícuota (2,5 pl> de la mezcla
y se cuantifica la radioactividad total (la debida a la que
se ha unido a Tf y la de el 1251 libre) ésta será el 100%
de actividad para determinar posteriormente el rendimiento
de incorporación.
Para eliminar el exceso de Na25I se separa la
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proteína mediante filtración en gel con Sephadex G-25, a
continuación se recogen las fracciones y se cuantifica la
radioactividad. Se utilizan las fracciones en las que
aparece la mayor radiactividad.
¡¡.2.9.2.— Incubación de las células con
transferrina
Los ensayos de unión con células de médula ósea, se
realizaron previa obtención de la suspensión de médula tal
como se indica en el apartado 11.2.2.
Se incubaron 0,7—0,9 ío~ células/ml con cantidades
crecientes de 1125—transferrina <0,5—30 pg/ml) en un
volumen final de 0,3 ml de HBSS con 1% de BSA. Los tubos
se gasearon con un 5% CO
2 y se incubaron durante 90 minutos
a 4
0C con agitación permanente. Después del periodo de
incubación, se lavaron las células 3 veces con HBSS y se
midió la radioactividad en un contador gamma. Para calcular
la unión no específica se realizaron incubaciones paralelas
con transferrina no marcada en una proporción 200 veces
superior a la de 1125—transferrina.
Los datos se analizaron con un método de regresión no
lineal capaz de utilizar los valores de unión total
directamente. Con este fin, se utilizó el programa Ligand
<Munson y Rodbard,1980), el cual permite tratar la
pendiente de la unión no específica como un parámetro
variable y el ajuste de los datos a modelos con uno o
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varios sitios de unión.
¡¡.2.10.— Determinación de los niveles de 2,3 BPG
La sangre inmediatamente después de ser extraida en
tubos heparinizados, se desproteinizó en tricloroacético
(TCA> 8% en relación 1:3 y se mantuvo en bafio de hielo al
menos 5 minutos para asegurar la total precipitación de las
proteinas.
A continuación, se centrifugó a 2.200 xg durante 10
mm. El sobrenadante obtenido se utilizó para la
determinación del 2,3 BPG. En estas condiciones, las
muestras son estables durante 2 semanas a 400; no obstante
las determinaciones de 2,3 BPG se realizaron siempre el
mismo día de la extracción de sangre.
Los niveles intracelulares de 2,3 BPG, se determinaron
según el método de Lowry y col (1964> modificado por Rose
y Liebowitz (1970).
El método consiste en la conversión del 3-PGA a
gliceraldheido—3—fosfato en un sistema de reacciones
acoplado a 3-fosfogliceratofostoquinasa <PGIC) y
gliceraldehido-3-fosfatodehidrogenasa con la formación
simultánea de NAD a partir de NADH. Según el siguiente
esquema de reacciones:
72
2,3 BPG 3-PGA + Pi
3 PGA + ATP -~~-> 1,3 BPG + ADP
1,3 BPG + NADH ~‘~-~-> 032 + NAO
El descenso de absorbancia a 340 nm, debido a la
oxidación de NADH es proporcional a la concentración de 2,3
BPG presente en la célula.
La mezcla contenía en un volumen final de 1 mí: Tampón
trietanolamina pH 8, 160 mM; NADH 0,1 mg/mí; ATP 3,3 mg/mí;
0,25 ml de muestra se agitó, y a continuación se añadieron
las enzimas GAPD 5,3 UI/mí; 201< 3 UI/mí; PGM 15,8 UI/mí.
Esta mezcla se agitó, se dejó reposar 5 mm y se leyó la
absorbancia a 340 nm frente a agua destilada. A
continuación, se añadió 0,66 mM de ácido fosfoglicólico,
se incubé durante 15 mm a 370C y se registró la
absorbancia a 340 nm una vez completada la reacción.
Para la realización de los cálculos, se halla la
diferencia entre las absorbancias registradas antes y
después de la adición de fosfoglicólico y se corrige según
la dilución de este compuesto.
Para calcular la concentración de 2,3 BPG, se aplica
la siguiente expresión <Bergmeyer,1974):
AE X Vtotai
c <pmol/ml>—
E NADH x Vmuestra x d
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en la que: y total es el volumen de la mezcla de reacción
en cubeta.
E. es el coeficiente de extinción molar de NADH
a 340 nm.
V muestra es el volumen de la muestra problema
en cubeta.
d es el paso óptico de la cubeta. Su valor es 1
cm.
Los valores de 2,3 BPG se expresan como gmol/ml de
sangre.
11.2.11.— Determinación de los niveles de 0%
La determinación de la generación de anión superóxido
se realizó cuantificando la reducción del ferriciticromo
c según una modificación del método descrito por Babior y
col <1973).
La mezcla de reacción contenía para ambas cubetas
(referencia y muestra): 50 nmol de ferricitocromo c,
granulocitos <ío6 células del LTBMC y 5x105 células de
sangre periférica) y HBSS suplementado con glucosa. A la
cubeta de referencia se añadió 50 131/ml de SOD. Ambas
cubetas se estimularon simultáneamente con 1 gg de PIlA y
se registró el cambio de absorbancia a 550 nm.
La concentración de 0% producido, se calculó al
dividir el incremento de absorbancia entre el valor del
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coeficiente de extinoción molar del ferricitocromo c que
es de 21,1 mW1 cm’.
Los resultados se expresan como nmol 07/mm/lO6
células.
El tiempo de activación (lag time) se calculó
determinando el punto de interseción entre la porción curva
antes de la activación y la parte lineal después de la
misma. Los resultados de este parámetro se expresan en
segundos.
11.2.12.— Determinación de heoglobina
El método utilizado fue el de la cianmetahemoglobina
<Van Kampen y Zijlstra,1961). Se basa en la transformación
de la hemoglobina total a cianmetahemoglobina a pH
alcalino. Este compuesto cianoderivado es estable con un
coeficiente de extinción molar de 44.000 mol V1 cm’.
11.2.13.- Valoración de proteínas
La determinación de la concentracción de proteinas se
realizó según el método de Lowry y col <1951). Para ello,
se utilizó seroalbúmina bovina de suero cristalizado como
patrón.
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11.2.14.— Análisis Ulectroforático de proteínas
El análisis de las proteinas de los granulocitos
obtenidos en el cultivo “in vitro” se realizó por
electroforesis bidimensional de alta resolución
<O’Farell,1975>.
Esta técnica separa las proteinas en función del punto
isoeléctrico en la primera dimension y del peso molecular
en condiciones desnaturalizantes en la segunda dimension.
Se utilizaron granulocitos de animales 6 meses después
de la irradiación y a la 42 semana de cultivo.
Paralelamente, se utilizaron células obtenidas de cultivos
establecidos con animales control de la misma edad.
PreDaración de la muestra
Se recogieron las células del sobrenadante del LTBMC
según se indica en ¡¡.2.11 y se resuspendieron en tampón
de lisis.
Las muestras se distribuyeron en viales que se
mantuvieron a -70W hasta el momento de aplicarlos a la
primera dimensión.
El método seguido para la primera dimensión fue el
desarrollado por O’Farell y col <1977).
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El gel contenía urea 5,5 g; solución de acrilamida 1,3
mí; NP—40 10%; anfolitos para un rango de pH 5—7 y 3—10.
Una vez mezclados los reactivos, se degasifica la urea y
se añade el catalizador (TEMED> y el iniciador de la
reacción (APS> <10%>. Con esta mezcla se cargan los tubos
y se deja polimerizar durante 3 horas, tras las cuales, los
geles se transfieren a una cámara de electroforesis y se
llena el reservorio con P04H3 10 mM. A continuación, se
realiza la precorrida de los geles, para eliminar los iones
sulfato de APS y así el sistema queda dispuesto para cargar
las muestras.
La capacidad de carga del gel, depende de la
naturaleza de la muestra aplicada. En nuestro caso, se
aplicaron 111 gg de proteina tanto para la nuestra de
animales control como de irradiados. La concentración de
células de la muestra control fue de 358 ío~ células/ml y
la de la muestra de irradiado de 186 l0~ células/ml.
En la primera dimensión, los geles se dejaron correr
durante 18 horas a 1000 V, finalmente se equilibraron
durante 10—15 minutos para eliminar los anfolitos y la urea
y así, permitir la interacción de las proteinas con el SOS,
de éste modo quedan preparados para aplicarlos a la segunda
dimensión.
La electroforesis de la segunda dimensión, se realizó
según la técnica de geles en placa con hendidura
<Studier,1973>, usando el sistema de geles discontinuos con
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SDS descrito por Laemmli (1970>. Se preparó el gel de
resolución y el gel de concentración como indica Laemmli
(1970). A continuación, se aplicó el gel de la primera
dimensión en la parte superior de la placa de la segunda
dimensión. Una vez selladas las placas, se recubren con
agarosa y se colocan en la cámara de electroforesis.
Finalmente, se añade el tampón de corrida en los tanques
de la cámara, se conectan los electrodos y se dejan correr
los geles durante toda la noche a corriente constante (12-
15 mA). Al final del proceso, se separaron las placas de
las cámaras y se procesaron los geles por el método de
tinción con plata. El método de tinción utilizado fué el
descrito por Morrissey JH <1981). Este método consiste en
prefijar el gel durante 30 minutos en una solución de
metanol 50% y ácido acético 10%, a continuación se incuba
de nuevo el gel en una solución de metanol 5% y ácido
acético 10%. Seguidamente se fija el gel en glutaraldehido
10% durante 30 minutos y se lava con agua destilada durante
2 horas mediante pases sucesivos. A continuación, se incuba
el gel en una solución de DTT (5 gg/ml> durante 30 minutos;
se retira la solución de DTT y se incuba en una solución
de nitrato de plata 0,1% durante 30 minutos. Por último,
se lava el gel con agua destilada y con una pequeña
cantidad de solución de revelado formada por formaldehido
0,018% y carbonato sódico 3%. Para alcanzar el nivel de
tinción adecuado, se introduce el gel en una nueva solución
de revelado.
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11.2.15.— Valoracion de datos
El tratamiento estadístico de los valores
experimentales obtenidos, se ha realizado mediante el
cálculo de media aritmética <x>, desviación típica (DS) y
error estandar <ES>.
Se calculó la significancia estadística por la
distribución de Student, que es una correción de la
distribución normal de frecuencias para pequeños muestreos
(Spiegel,1970>. Con el cálculo de la “t” de Student para
distintas probabilidades, evaluamos la mayor o menor
probabilidad de que la diferencia de un resultado con otro
sea o no estadisticamente significativa.
Se calcularon los limites de confianza a partir de los
cuales la diferencia es altamente significativa (***, p<
0,001); muy significativa (**, pc 0,01); significativa <*,
p< 0,05>.
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RESULTADOS
III. - RESULTADOS
111.1.— ESTUDIO DEL DANO RESIDUAL EN POBLACIONES CELULARES
HEMATOPOYET¡CAS
Para cuantificar el daño hematopoyético residual
inducido por una dosis subletal de 5 Gy, hemos determinado
algunos parámetros celulares que reflejan el estado de la
médula ósea tras la irradiación.
La tabla 1 resume los resultados obtenidos respecto
a diversos parámetros de la hematopoyesis de ratón a
diferentes tiempos después de la irradiación.
Con respecto a las células nucleadas en sangre podemos
indicar que no se observan diferencias entre animales
control e irradiado en los tiempos postirradiación
analizados superiores a un mes. El valor hematocrito a
estos tiempos después de la irradiación, tampoco está
significativamente afectado <Tabla 1).
La medida del número total de células nucleadas en
médula refleja una recuperación completa a los 30 días
después de la irradiación, alcanzando el valor control y
manteniéndose estable durante el periodo estudiado <12
meses).
Como representante del compartimento de precursores
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comprometidos, hemos determinado el número de células
formadoras de colonias granulo—macrofágicas <CFC—GM). Los
resultados se muestran en la tabla 1. Se puede observar,
que el valor de CFC-GM/femur es de un 44% respecto al
control un mes después de la irradiación. El número de CFC—
GM se mantiene inferior al valor control a lo largo del
periodo estudiado siendo de un 60% al año de la
irradiación.
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Tabla 1.— Análisis de diferentes parámetros hematológicos a
distintos tiempos después de la irradiación.
Tiempo
<meses)
Sangre
Htco Nuol/mí
(10~6)
Médula ósea
CFC-GM/femur Nucí/femur
0,2
1
1
19,2±0,9 17,4±0,89
1,5±0,20
1
1
1
50±3,0 6,0±0,7
47±2,0 6,1±0,6
17,4±2,30
7,7±0,24
14,0±0,90
15,1±0,40
3
1
1
52±3,5 6,3±0,4
50+0 7 5,8±0,5
13,7±0,21
11,6±0,92
12,4±1,30
13,0±1,30
6
1
1
48+1 7 7,0±0,6
49~3 2 6,7±0,7
14,2±1,75
7,2±0,30
18,8±0,20
20,0±1,20
12
1
1
50±1,0 4,7±0,7
44±2,5 4,8±0,2
21,0±6,50
12,6±1,30
25,4±3,80
22,7±2,40
O: control; 1: irradiado. Los valores expresan x±ES.n=3—8. Cada
experimento corresponde a un animal.
111.2.— ESTUDIO PREVIO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE ENSAYO
DE ACTIVIDAD NR, PUR Y PR EN CELULAS DE MEDULA
OBRA, ER¡TROCITOS Y GRANULOCITOS.
Con el fin de fijar las condiciones óptimas de
actividad de 11K, PFK y PK en cada una de las poblaciones
celulares, se realizaron una serie de ensayos preliminares.
El método de análisis utilizado, consistió en medir
la actividad enzimática modificando las concentraciones de
los componentes de la mezcla de reacción hasta fijar la
concentración adecuada para cada uno de ellos.
Para la determinación de HK, se comenzó modificando
la concentración de 2+ +
los iones Mg y 1< en unos rangos
comprendidos entre 0,75 mM y 12 mM para los iones de Mg2~
y 0,12 mM a 8 mM para los iones de K~ <011<) y 12 mM a 40 mM
para los iones de FK; del mismo modo se modificó la
concentracion de Mg-ATP entre 0,1 mM y 10 mM y la de el
coenzima NADP entre 0,4 y 1,9 mM. La enzima auxiliar G6PD
se modificó en un intervalo de 1,75 UI/mí a 35 131/ml. El
sustrato de la reacción, la glucosa se modificó entre 0,05
y 10 mM. Finalmente, se ensayaron distintas concentraciones
de proteína en cubeta para cada población celular
analizada. Por último, y con e]. fin de comprobar que no
había actividad glucoquinasa endógena, se ensayó la
actividad en ausencia de glucosa. Una vez comprobado ésto
se fijó la adición de glucosa antes de iniciar la reacción
enzimática. Las condiciones óptimas de actividad HE para
83
cada una de las poblaciones celulares estudiadas se
muestran a continuación:
.médula ósea
Tampón tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl2 6 mM; Mg-ATP
3 mM; KF 25 mM; KCl 2 mM; NADP 0,75 mM; G6PD 17,5 131/mí;
proteína 0,04 mg/ml. La reacción se inició con la adición
de glucosa 1,5 mM.
eritrocitos
Tampón tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl2 6 mM; Mg-ATP
E mM; KF 25 mM; KCl 0,12 mM; NADP 1,5 mM; 35 131/ml G6PD;
proteína 0,3 mg/ml. La reacción se inició trás la adición
de glucosa 10 mM.
csranulocitos
Tampón tris—maleico pH 6,9 90 mM; MgCl2 0,75 mM; Mg-
ATP 6 mM; ¡CF 25 mM; NADP 0,75 mM; G6PD 35 131/ml proteína
0,13 mg/ml. La reacción se inició trás la adición de
glucosa 6 mM.
Para determinar las condiciones óptimas de PFK, se
modificaron las concentraciones de los iones Mg
2~ y ¡4 en
unos intervalos comprendidos entre 0,1 mM y 9 mM para el
y de 5 mM a 80 mM para el ión ¡4; los sustratos Mg-ATP
y F6P se modificaron en rangos comprendidos entre 0,3 mM
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y 4 mM para el ATP-Mg y de 0,3 mM a 16 mM para la F6P; el
coenzima NADH se ensayó a concentraciones de 0,12 mM a 0,6
mM. El DTT se modificó en rangos comprendidos entre 2 mM
y 16 mM. Las enzimas auxiliares, se ensayaron a unas
concentraciones entre 0,1 131/ml y 1 131/ml para la aldolasa,
1,7 131/ml a 7 131/ml para la GDH y de 7,5 131/ml a 21 131/ml
par la TIM. Por último, se ensayaron diversas
concentraciones de proteína en cubeta para cada población
celular. Las condiciones óptimas de actividad PFK para cada
una de las poblaciones celulares analizadas se indican a
continuación:
.médula ósea
Tampón tris—maleico pH 6,9 90 mM; MgCl2 4,5 mM; ¡<Cl 80
mM; Mg-ATP 2 mM; I4ADH 0,5 mM, DTT 8 mM; F62 8 mM; G6P 24
mM; TXM 15 131/mí; GDH 5 131/mí; aldolasa 0,2 Ul/mí; proteína
0,077 mg/ml.
eritrocitos
Tampón tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl2 2 mM; ¡<Cl 10
mM; DTT 8 mM; Mg—ATP 1 mM; NADH 0,25 mM; aldolasa 0,2
Ul/mí; GDH 5 131/mí; ‘FIN 15 131/mí; F6P 4 mM; G62 12 mM;
proteína 1,0 mg/ml.
aranulocitos
Tampón tris—maleico 6,9 90 mM; Mg C12 4,5 mM; ¡<Cl 10
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mM; NADH 0,5 mM; DTT 8 mM; F6P 8 mM; G6P 24 mM; Mg-ATP 2
mM; aldolasa 0,2 UI/mí; GDH 5,1 131/mí; ‘FIN 14,8 UI/mí;
proteína 0,25 mg/ml.
La actividad PK se determinó según el método de Btlcher
y Pfleiderer (1955), modificando las condiciones de ensayo
para cada componente de la reaccion.
Se modificaron las concentraciones de ¡4 y 14g2+ en
intervalos comprendidos entre 35 mM y 300 mM para el ¡4 y
4 mM a 16 mM para el 14g2+ Las concentraciones de los
sustratos PEP y ADP se variaron entre 2 mM y 8 mM para el
PEP y de 3,5 mM a 16 mM para el ADP. El coenzima NADH se
modificó entre 0,1 mM y 0,5 mM. La enzima auxiliar LDH se
ensayó entre 1,5 UI/nil a 4,5 131/ml. Al igual que para las
otras enzimas se ensayaron diversas concentraciones de
proteína en cubeta hasta ajustar la concentración idónea.
Las condiciones óptimas de actividad para la PK se indican
a continuación:
.médula ósea
Tampón Tris—maleico pH 6,9 90 mM; ¡<Cl 150 mM; MgCl
2 8
mM; PEP 5 mM; ADP 8 mM; LDH 3 131/mí; NADH 0,2 mM; proteína
7 pg/ml.
eritrocitos
Tampón Tris maleico pH 6,9 90 mM; ¡<Cl 75 mM; MgCl2 8
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mM; PEP 5 mM; ADP 8 mM; NADE 0,25 mM; LDH 3 131/mí; proteína
0,7 mg/ml.
• ciranulocitos
Tampón Tris—maleico pH 6,9 90 mM; ¡<Cl 75 mM; MgCl2 8
mM; NADH 0,25 mM; PEP 5 mM; ADP 8 mM; LDH 3 131/mí; proteína
0,03 mg/ml.
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111.3.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE CELULAS DE
MEDULA 05tA
111.3.1.— Uni6n de tranaferrina a células de médula ósea
Dada la necesidad de Fe+3 que poseen las células de
médula ósea para cumplimentar los procesos de proliferación
y diferenciación celular, determinamos la capacidad de
unión de transferrina en las células de médula ósea de
ratón a diferentes tiempos después de la irradiación <3,
6 y 12 meses).
El estudio de la capacidad de unión de transferrina
a las células de médula ósea, se realizó utilizando las
condiciones experimentales indicadas en el apartado
II • 2 • 9 • 2.
La figura lA muestra los valores obtenidos de la unión
total, específica y no específica. Como se puede observar,
para una concentración de Tf aproximadamente de 20 pg/ml,
utilizada en nuestros experimentos, la saturación de la
unión específica de la U a su receptor es total.
La representación de Scatchard de los valores de unión
específica (fig. lB) indican que, la distribución de los
valores se ajustan a una línea recta.
Los resultados, respecto a la capacidad de unión de
transferrina (Bmax) y la constante de asociación <Ka) en
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las células de médula ósea de ratones controles e
irradiados se indican en la Tabla 2. Como se puede
observar, los valores obtenidos de Ka varian entre 1,08 í08
y 1,42 lo8 141 no encontrándose diferencias
significativas de éste parámetro entre animales control e
irradiado a lo largo del periodo estudiado. Del mismo modo,
y respecto a los valores de Bmax no existen diferencias en
cuanto al número de sitios de unión de Tf entre las células
de animales control e irradiados. Estos valores variaron
entre 1,75 ng Tf/106 celulas y 2,25 ng Tf/106 células
durante el periodo postirradiación analizado.
La densidad máxima de sitios de unión varió entre
1,6±0,22y 2,0±0,13ng/lo6 tanto para animales control como
tratados. Estos valores corresponden a un intervalo de
sitios de unión entre 13.180—15.550 moléculas de Tf/célula.
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Tf unida (ng/lO6cels)
Tf añadida (~g/ml)
* Inespecífica Específica
0.147 0.272 0.57 0.75
Tf unida
Fig.l.— <A) Unión de transferrina a células
ósea. (B> Representación de Scatchard de los
unión específica para células de médula ósea.
Condiciones experimentales: 0,7—0,9 108 células/ml y
0,5—30 gg/ml transferrina.
de médula
datos de
A
4
3,5
3
2,5
2
‘.5
1
0.5
o
1.5 7 16.25
Total
U/L
0~2
0,15
0,1
0,05
a
o
1.2 1.36 1.50 1.66 2
Tabla 2.- Capacidad de unión de transferrina (Bmax) y constante
de asociación <Ka) en células de médula ósea de ratón control e
irradiado.
Tiempo postirradiación Ka Bmax
(meses) (x108 14) <ng Tf/lO6cel)
o
3
1
C
6
1
O
12
1
O: control; 1: irradiado.
n=3-6
1,42±0,07
1, 40±0,24
1,13±0,16
1,19±0,14
1,08±0,18
1,16±0,06
Los valores se expresan
1,97±0,20
1,87±0,25
1,75±0,17
1,83±0,22
2,14±0,10
2,25±0,28
como x±ES.
111.3.2.- Actividades de HE, PIE y PI en células de médula
ósea
Como ya hemos indicado en el apartado ¡¡¡.1 la médula
ósea manifiesta disminuciones en el número de precursores
a largo plazo después de la irradiación. Con objeto de
estudiar si estas modificaciones se reflejaban en los
niveles de actividad de las enzimas glicoliticas,
determinamos la actividad de estas enzimas en células de
médula ósea.
Los resultados, respecto a los niveles de actividad
de HE, PFK y PK se han realizado en extracto crudo,
obtenido según se indica en el apartado 11.2.7.1.
Las figuras 2, 3 y 4 muestran los niveles de actividad
obtenidos para las enzimas glicoliticas estudiadas, HK, PFK
y 21< en células de médula ósea de ratón a diferentes
tiempos postirradiación.
En relación a la HK (figura 2), se puede indicar la
existencia de una disminución no significativa respecto al
control a 1, 3 y 6 meses postirradiación. Al final del
periodo estudiado <12 meses), se observa que los niveles
de actividad HE superan de manera no significativa al
control.
La PFK (figura 3) muestra un descenso no significativo
de actividad respecto al control para todos los tiempos
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postirradiación analizados.
La figura 4, muestra los niveles de actividad de la
PK. Podemos señalar la existencia de un descenso
significativo en la actividad respecto al control a 1 mes
postirradiación (p<0.01>; mientras que para los otros
tiempos postirradiación no se observan diferencias
significativas.
De los resultados obtenidos, respecto a las
alteraciones que la irradiación induce en el metabolismo
glicolitico de células de médula ósea, podemos concluir que
sólo se produce una disminución significativa en la
actividad PK a 1 mes postirradiación, mientras que las
actividades de HE y PFK no muestran modificaciones
significativas durante el periodo analizado.
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Medula osea
Actividad Hexoquinasa
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
o
-6(UI/lO cels>1O 3
?ig.2.— Actividad hexoguinasa en células de médula ósea a
diferentes tiempos después de la irradiación. Los valores
expresan x±ES. Número de experimentos 3—4 para cada punto.
1 3 6 12
Meses
Medula osea
Actividad Fosfofructoquinasa
.3
119.3.— Actividad
ósea a diferentes
valores expresan
cada punto.
fosfofructoquinasa en células de médula
tiempos después de la irradiación. Los
x±ES. Número de experimentos 3—4 para
-6(UI/lO cels)1O
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
o
1 3 6 12
Meses
Medula osea
Actividad Piruvatoquinasa
-6(UI/lO cels)1O -3
Fig.4.— Actividad piruvatoguinasa en células de médula
ósea a diferentes tiempos después de la irradiación. Las
valores expresan x±ES. Número de experimentos 3—4 para
cada punto. (**) p<O.oí.
35
30
25
20
15
lo
5
o
1 3 6 12
Meses
¡11.4.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE ER¡TROC¡TOS
111.4.1.— Determinación de los niveles de 2,3 BPG;
hemoglobina (lib) y proteína total
Como es sabido, la función fisiológica fundamental del
eritrocito maduro es el transporte de oxigeno a los
diversos tejidos. Esta función está regulada por los
niveles intracelulares de 2,3—BPG que controlan la
liberación del oxigeno de la hemoglobina.
Para evaluar las posibles alteraciones en la función
de los eritrocitos en animales que expresan daño
hematopoyético residual, hemos determinado los niveles
intracelulares de 2,3-BPG y la concentración de Hb en
eritrocitos obtenidos de animales a diferentes tiempos
postirradiación.
Los resultados obtenidos <Tabla 3), indican que no
existen diferencias en los niveles intracelulares de 2,3
BPG entre animales irradiados y control a lo largo de los
periodos postirradiación estudiados (3, 6 y 12 meses).
Respecto a los niveles de Hb a los 6 y 12 meses
postirradiaci6n <Tabla 3> tampoco existen diferencias entre
los animales tratados y control.
Los niveles de 2,3—BPG encontrados en eritrocitos de
animales control e irradiados guardan relación
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equimolecular con los niveles de Hb presentes en la célula,
tanto a los 6 como a los 12 meses después de la
irradiación.
Así mismo, en cuanto a los niveles de proteina
expresados por ml de eritrocitos (Tabla 3>, no se observan
tampoco diferencias entre los animales irradiados y los
controles a lo largo del periodo estudiado (3, 6 y 12
meses)
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Tabla 3.— Niveles de 2,3 BPG, hemoglobina y proteína en
eritrocitos a diferentes tiempos después de la irradiación.
2, 3-BPG
(pmol/ml)
hemoglobina
(pmol/ml)
proteína
(mg/mí>
6, 8±0,80
7,0±0,60
6,9±0,95
6,6±1,30
8, 2±0,85
7, 4±1,30
8,3±0,40
7,8±0,22
9,3±0,74
9,7±0,57
Tiempo
(meses)
3
C
1
6
12
C
1
o
1
317±27
325±21
3 53±27
297±48
2 68±38
324±49
O: control; 1: irradiado. Valores expresan x±ES. N=3—12. Cada
experimento corresponde a un ratón.
111.4.2.- Actividad de HK, PPK y PK en eritrocitos
Dado que la glicolisis es la ruta metabólica
fundamental del eritrocito, hemos estudiado la posible
variación de los niveles de actividad de las 3 enzimas
glicoliticas correspondientes a extracto crudo de
eritrocitos, a lo largo de 15 meses después de la
irradiación.
Los niveles de actividad Hexoquinasa se indican en la
figura 5. Se destaca una disminución significativa <p<O.05)
de la actividad enzimática respecto al control a los 3
meses después de la irradiación; mientras que a los 6, 12
y 15 meses postirradiación la recuperación de la actividad
enzimática es completa.
La figura 6 muestra los niveles de actividad PFI<
obtenidos a diferentes tiempos postirradiación. Podemos
destacar un aumento significativo (p<O.O1) en la actividad
PFK de animales irradiados respecto al control a los 6
meses. La actividad PFK recupera valores normales a los 12
y 15 meses después de la irradiación.
Los niveles de actividad PK, se indican en la figura
7. Como se observa, existe una disminución significativa
<p<O.O5) de la actividad PK a los 3 meses después de la
irradiación en animales tratados respecto al control. A
partir de este tiempo, se observa una recuperación de la
actividad enzimática.
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liq.5.— Actividad hexoquinasa en eritrocitos a diferentes
tiempos después de la irradiación. Los valores expresan
x±ES.Número de experimentos 3 para cada punto. C*)pc0.O5
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Fiq.6.- Actividad fosfofructoquinasa en eritrocitos a
diferentes tiempos después de la irradiación. Los valores
expresan x±ES. Número de experimentos 3 para cada punto.
(**> pcO.0l.
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Fig.7.— Actividad piruvatoquinasa en eritrocitos a
diferentes tiempos después de la irradiaci6n. Los valores
expresan x±ES. Número de experimentos 3 para cada punto.
(*) p<O.05.
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111.5.- ESTUDIO DE LA FUECION Y METABOLISMO DE GRMIULOCITOS
111.5.1.— Determinación de la producción de 02 Y
concentración de proteína en granulocitos
obtenidos de sangre periférica.
Los estudios de la producción de los niveles de 02
en granulocitos aislados de sangre periférica según se
indica en 11.2.3., se realizaron a los 6 y 12 meses después
de la irradiación. Cada experimento se ha realizado
utilizando animales control de la misma edad.
Como se puede observar en la Tabla 4, a los 6 meses
después de la irradiación, la producción de 02 en
granulocitos de animales tratados es 1,9 veces superior a
la correspondiente a granulocitos de animales control; esta
diferencia es estadisticanente significativa (p<O.O5>. A
los 12 meses después de la irradiación la diferencia en la
producción de 02 entre células de animales tratados y de
control se mantiene en 2,1 veces. Esta diferencia es
también estadisticamente significativa <p<O.05). Como se
observa en la Tabla 4 el valor del tiempo de activación a
los 12 meses después de la irradiación no muestra
diferencias significativas entre los granulocitos de
animales irradiados respecto a los animales control.
Los niveles de proteina determinados un año después
de la irradiación <tabla 4), presentan un aumento de 1,4
veces respecto al control, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p<O,O1).
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Tabla 4.- producción de ~2’ tiempo de activación y niveles de
proteina en granulocitos de sangre periférica a los 6 y 12 meses
después de la irradiación.
Tiempo postirradiación (meses>
6 12
nmol 02/min/10
6 cei.
O 0,72±0,04
1 1,36±0,02
1,10±0,04
2,30±0,40
Tiempo activación
mg protelna/106 cel
O 72,00±15,50
1 85,70±15,60
O 0,24±0,02
1 0,33±0,02
N=3—7. CadaO: control; 1: irradiado. valores expresan x±ES.
experimento corresponde a un rat6n.
111.5.2.— Niveles de producción de 02 en granulocitos de
LTMDC.
Para analizar los parámetros que están implicados en
los cambios funcionales observados en sangre periférica,
establecimos cultivos de larga duración de médula ósea
(LTBMC) que permiten obtener poblaciones homogéneas de
granulocitos, a partir de la activa proliferación de
precursores hematopoyéticos adheridos al estroma celular.
Como ya indicamos en el apartado 1.3.1., el cultivo
de larga duración de médula ósea es un sistema de cultivo
‘Un vitro” que mimetiza la hematopoyesis que se produce «in
vivo” y permite estudiar el posible daño residual en las
células hematopoyéticas y en el estroma hematopoyético.
Los granulocitos obtenidos del sobrenadante del
cultivo de larga duración de médula ósea, se han utilizado,
para determinar los niveles de producción de 02.
Los cultivos se establecieron 6 y 12 meses después de
la irradiación; paralelamente, se establecieron cultivos
de médula ósea de animales control de la misma edad. Las
determinaciones de los niveles del se realizaron entre
la 31 y 61 semana de cultivo.
Los resultados se expresan en la figura 8. Como se
puede observar, a los 6 meses de la irradiación los
granulocitos de animales irradiados muestran un aumento en
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la producción de 02 tanto en la 3* como en la 41 y 58
semana de cultivo, respecto al control. Estos incrementos
son significativos estadisticamente (p<O,Oal y p<O,0l) en
la 31 y 41 semana de cultivo.
Los resultados obtenidos a los 12 meses de la
irradiación, indican igualmente que los granulocitos de
animales irradiados generan concentraciones de 0%
superiores a las de animales control. Los incrementos
observados son estadisticamente significativos (p<0,O01)
para todas las semanas de cultivo analizadas <41, 51 y 61
semana).
Los resultados obtenidos sobre el tiempo de activación
figura 9, muestran que a los 6 meses de la irradiación los
valores son superiores al control, aunque de una forma no
significativa. A los 12 meses, los valores del tiempo de
activación para los granulocitos de animales tratados son
superiores a los control. Los incrementos encontrados son
significativos a la 41 y 51 semana (pcO,O01).
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Fig.8.— producción de anión superóxido en granulocitos de
LTBMC a los E y 12 meses después de la irradiación a
diferentes semanas de cultivo. Los valores expresan x±ES.
Número de experimentos 3—li para cada punto. (**) pcO.01;
<***> p<0.OOl.
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Fig.9.- Tiempo de activación en granulocitos de LTBMC a
los 6 y 12 meses después de la irradiación a diferentes
semanas de cultivo. Los valores expresan x±ES.Número de
experimentos 3-11 para cada punto. (***> pcO.0O1.
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111.5.3.— ActivIdad de NR, flR y PR en granulocitos de
LTDMC
Canto ha sido indicado anteriormente, la glicolisis es
la ruta fundamental de obtención de energia que poseen 105
granulocitos, de aid la importancia del estudio de las
enzimas claves de esta ruta. El estudio se ha realizado
determinando los niveles de actividad enzimática de la
Hexoquinasa, Fosfofructoquinasa y Piruvatoquinasa en
granulocitos obtenidos a la 31 semana del cultivo de larga
duración de médula ósea, a diferentes tiempos
postirradiación y a lo largo de un año.
Las figuras 10, 11 y 12 muestran los niveles de
actividad obtenidos para las tres enzimas glicoliticas
estudiadas (HK, PFK y PK) a diferentes tiempos
postirradiación (1,5; 3; 6; y 12 meses).
Los niveles de actividad obtenidos para la HK <figura
10), indican un incremento en la actividad enzimática que
se manifiesta a lo largo del periodo estudiado. Estas
diferencias son significativas 3 y 6 meses después de la
irradiación <pC0,0l y pc0,01 respectivamente).
La figura 11 muestra los niveles de actividad para la
PFK a diferentes tiempos de la irradiación. Destaca un
incremento a 1,5; 3 y 6 meses postirradiación, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas a los 3 y 6
meses (pc0,O1 en ambos tiempos>. A los 12 meses después de
‘lo
la irradiación, no existen diferencias en la actividad
enzimnática de animales tratados respecto al control.
Los niveles de actividad enzimática para la PK se
indican en la figura 12. Podemos observar un incremento en
los niveles de actividad a 1,5; 3 y 12 meses de la
irradiación. Estos incrementos son estadisticamente
significativos con valores de pcO,05 a los 1,5 y 3 meses
de la irradiación y de pc0,01 a los 12 meses. Al contrario
de lo observado a otros tiempos, la actividad PK a los 6
meses de la irradiación no muestra diferencias con el
control.
De los resultados obtenidos respecto a los niveles de
actividad enzimática de ¡IX, PFK y PK, podemos indicar que,
en los granulocitos obtenidos de animales irradiados existe
un incremento neto en los niveles de actividad de las
enzimas glicoliticas. Este incremento se mantiene a los 12
meses de la irradiación en el caso de la PR, por el
contrario las actividades ¡IX y PFK no muestran diferencias
respecto al control para este mismo periodo de tiempo.
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Fig.1O.- Actividad hexoquinasa en granulocitos de LTBHC a
diferentes tiempos después de la irradiación a la 31
semana de cultivo. Los valores expresan x±ES. Número de
experimentos 3—6 para cada punto. <*) p<0.05; <**) p<0.0l
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Fig.fl.— Actividad fosfofructoquinasa en granulocitos de
LTBMC a diferentes tiempos después de la irradiación a la
30 semana de cultivo. Los valores expresan x±ES. Número de
experimentos 3—6 para cada punto. <**) p<O.0l
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111.5.4.— análisis cuantitativo y cualitativo de
proteínas de granulocitos de LTBMC.
Electroforesia bidimensional.
Los resultados obtenidos respecto a la concentración
de proteinas en los granulocitos del cultivo de larga
duración de médula ósea se indican en la figura 13. Como
se puede observar existe un incremento en la concentración
de proteinas en los granulocitos de animales irradiados
respecto al control. Este incremento se observa para todos
los tiempos postirradiaci6n estudiados y para todas las
semanas de cultivo. Estas diferencias son más acentuadas
a los 6 meses después de la irradiación en la 41 y 51
semana de cultivo, en las que el incremento en la
concentración de proteinas alcanza un valor 4 veces
superior al control.
Con el fin de comprobar si este aumento en la
concentracción de proteína se debía a la expresión
generalizada de las proteínas o, por el contrario, se
manifestaba un aumento especifico en la expresión de
determinadas proteínas, realizamos una electroforesis
bidimensional.
La electroforesis sobre gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) separa
las proteinas en disolución según sus masas moleculares.
Por otro lado, las proteinas también se pueden separar
electroforéticamente según sus puntos isoeléctricos, lo que
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se denomina isoelectroenfoque (IEF).
La combinación de estas técnicas permite obtener una
distribución bidimensional de las proteinas con un alto
poder de resolución.
La electroforesis se realizó según se indica en
11.2.14. Para ello, se utilizaron granulocitos lisados del
sobrenadante del LTBMC a la 41 semana de cultivo,
establecidos 6 meses después de la irradiación y células
lisadas de LTBZ4C de animales normales. Los geles se
cargaron con la misma cantidad de proteina, tanto para la
muestra control como para la muestra de animales
irradiados. Concretamente, se cargaron 111 ¡ig de proteína
equivalentes a 358 io~ células de la muestra control y a
186 ~ células de la tratada.
La figura 14, muestra el resultado de la segunda
dimensión de granulocitos correspondientes a animales
control (A) e irradiado <B).
Como se puede observar, en las zonas de Pm próximos
a los valores que poseen las enzimas glicoliticas de
diversas especies de mamíferos, comprendidos entre 57—62
x ío3 O para la PR (Kahn y Marie, 1982); 85 x ío~ D para la
Pfl< (Kenneth, 1982) y 104—105 x 10~ D para la 11K (Fornaini
y col.,1982) y de las enzimas implicadas en la producción
de 02, comprendidos entre 43 y 69 x lO~ D <Segal, 1989) no
se aprecian diferencias en la expresión de estas enzimas
en granulocitos de ambos tipos de animales.
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Fig.13— Concentración de proteinas en granulocitos
obtenidos del LTBMC a diferentes tiempos después de la
irradiación y diferentes semanas de cultivo. Los valores
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LII.6.- ANALISIS COMPARATIVO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
ESTUDIADAS EH MEDULA OSEA, ERITROCITOS Y
GRANULOCITOS.
Dado que los niveles de actividad enzimática son
procesos complejos que responden a diversos factores, hemos
analizado las actividades enzimáticas obtenidas en cada
tejido estudiado. En la literatura, se han descrito las
modificaciones que manifiestan las enzimas en su actividad
según la edad celular y los procesos de diferenciación
celular de diferentes tejidos <Nijhof y col.,1984; Gaitán
y col..1989; Zimran y col.,1990). Con el fin de comprobar
si la radiación pudiera modificar el patrón de
diferenciación de las distintas enzimas estudiadas en los
diferentes tejidos, analizados los niveles de actividad
obtenidos según el tejido y enzima estudiada.
Al comparar los niveles de actividad, obtenidos para
cada enzima y para cada tejido estudiado, hemos observado
la existencia de diferencias en dichos niveles. Estas
diferencias pueden ser observadas en función de la edad del
animal y según el tejido estudiado.
Las tablas 5 y 6, resumen los valores de actividad
enzimática, expresados como <UI/106 cél> de ¡IR, PFK y PR
para los animales control e irradiado de los distintos
tipos celulares analizados.
Nuestras determinaciones de los niveles de actividad
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111< indican que, la actividad de esta enzima es superior en
eritrocitos que en células de médula ósea total. El
resultado encontrado por nosotros, puede ser justificado
por la necesidad de incrementar los niveles de G6P para
iniciar la ruta de las pentosas fosfato y obtener el poder
reductor necesario para la célula.
El aumento observado en los niveles de actividad HK
al comparar células de médula con granulocitos, podría
justificarse por la necesidad de un incremento en los
niveles de G6P para seguir la ruta de las pentosas fosfato
y obtener NADPH necesario para la actividad del sistema
oxidasa, responsable de la producción de 0%.
Los valores de actividad PFK y PR disminuyen de médula
ósea a eritrocitos para animales control y tratados. Este
resultado esta de acuerdo con la disminución descrita para
las enzimas glicoliticas durante los procesos de
diferenciación celular en el sistema hematopoyético de
diversas especies (Rodriguez-Horche y col.,1988; Gaitán y
col. ,1989)
Los niveles de actividad PER y PK aumentan de médula
ósea a granulocitos. Este aumento está asociado a la
necesidad energética de los granulocitos para cumplir la
fagocitosis, proceso en el que la glicolisis adquiere
especial relevancia <Lane y Lamkin,1984).
Es de destacar que, las modificaciones observadas en
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los niveles de actividad de las 3 enzimas estudiadas a lo
largo de la diferenciación del sistema hematopoyético hacía
las lineas granulocitica y eritroide son cuantitativamente
equivalentes entre animales control e irradiado.
Al analizar los resultados obtenidos entre los 3 y 12
meses tabla 5 y 6 observamos un aumento significativo de
la actividad PR con la edad del animal tanto en médula ósea
(p<0,05) como en granulocitos <p<O,0l) tanto en control
como en tratados. Mientras que, los niveles de actividad
HK y PF’K de estas mismas poblaciones celulares, no muestran
diferencias con la edad.
Otras modificaciones, observadas en la médula ósea con
la edad son el aumento en la celularidad y en el número de
CFC—GM por fémur, así como una menor proporción de
precursores CFC—GM en fase de síntesis (Tejero y
col., 1989).
El aumento en los niveles de PR de granulocitos según
la edad podría asemejarse al aumento en la actividad de las
enzimas lisosómicas observado en macrófagos peritoneales
de ratón en función de la edad del animal (Heidrick, 1972).
Por lo que, el incremento en la actividad PK en estas
células puede ser un reflejo de los cambios descritos en
diversos parámetros fisiológicos y metabólicos de células
del sistema inmune <De la Fuente,1985).
En relación a los eritrocitos (tabla 5) podemos
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indicar la existencia de leves modificaciones en la
actividad HK, PFI< y PK en función de la edad.
De los resultados analizados en este apartado, podemos
indicar que la irradiación no altera sustancialmente el
patrón de modificación de las actividades enzimáticas
estudiadas en función de los distintos tejidos analizados
y edad de los animales.
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Tabla 5.— Niveles de catividad enzimática <HK, PFI< y PK) en
médula ósea, eritrocitos y granulocitos de animales control. Los
valores se expresan en (UIf 106 cel)103.
Médula ósea Eritrocitos Granulocitos
0, 45±0,10
0, 4 6±0,09
0, 4 0±0,05
0,50±0,05
2,25±0,26
1,94±0,53
1,08±0,22
1,42±0,18
5, 75±0,50
7,69±0,90
6,31±0,60
5,75±0,46
0,15±0,09
0, 15±0,03
0,27±0,06
0,28±0,08
0, 02±0,003
0,05±0,005
0, 07±0,004
0,03±0,002
0 45+0,10
0, 4 3±0,09
0,69±0,06
0 24+0,07
8, 00±0,90
4, 00±0,90
12, 80±1,40
16,80±6,00
3, 85±0,86
2,97±0,65
3, 00±0,01
2, 09±0,27
5,40±0,10
20 50+3,20
15,20±2,60
44,50±3,20
HR
Tiempo
(meses)
1
1,5
3
6
12
15
PFK
1
1,5
3
6
12
15
PR
1
1,5
3
6
12
15
Tabla 6.— Niveles de actividad enzimática <HK,PFR y PX) en médula
ósea, eritrocitos y granulocitos de animales irradiados. Los
valores se expresan en (UI/106 cel)103
NR
Médula ósea Eritrocitos Granulocitos
0, 3 5±0,005
0,37±0,004
0,32±0,060
0,67±0,090
1,52±0,04
1, 86±0,58
1,22±0,22
1,49±0,08
9,70±1,00
14,60±1,40
12,00±1,60
6,70±0,56
0,09±0,010
0,14±0,040
0,20±0,035
0,15±0,045
0,02±0,003
0, 08±0,002
0, 06±0,009
0, 03±0,003
1,11±0,29
0,78±0,09
1,58±0,26
0,26±0,03
3,05±0,20
2,30±0,60
13,00±1,10
30,00±7,00
1, 87±0,30
2, 5 1±0,25
2,79±0,89
1, 88±0,33
12,00±1,40
75,00±9,00
12,00±2,90
62,00±1,78
Tiempo
(meses)
1
1,5
3
E
12
15
PIR
1
1,5
:3
6
12
15
PR
1
1,5
3
6
12
15
III.?.- IMPLICACIONES DEL ESTROMA EN LA HENATOPOYESIS DEL
RATON.
111.7.1.— Cuant±ficaci6nde células en el sobrenadante del
LTBMC. Aspectos morfológicos del estroma
Con objeto de analizar en qué medida los animales que
expresan daño residual manifestado por una disminución de
precursores hematopoyéticos, generan estromas
funcionalmente activos, desde el punto de vista
hematopoyético se establecieron LTBMC con la médula ósea
de animales irradiados y animales control a distintos
tiempos postirradiación.
La observación de los LTBMC mostró que la formación
de la capa adherente <estroma) en cultivos procedentes de
animales irradiados, no es completa respecto a los cultivos
establecidos con médula ósea de ratón control, presentando
una reducción en el número de áreas hematopoyéticas
activas. Estas características morfológicas se mantienen
a lo largo de todas las semanas de cultivo y se observan
para todos los tiempos postirradiaci6n analizados.
Las figuras 15 y 16 muestran el aspecto de la capa
adherente del LTBMC de animales control <A> e irradiados
<B) a los 6 y 12 meses después de la irradiación. La
fotograf la de los 6 meses < fig.15) fué tomada a la 3’
semana de cultivo; mientras que la fig. 16 muestra el
aspecto del estroma a los 12 meses postirradiación en la
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71 semana de cultivo.
La figura 17 muestra la producción de células en el
sobrenadante de los cultivos de larga duración de médula
ósea de animales control e irradiados. Es de destacar la
menor producción de células maduras <granulocitos) de los
cultivos de animales irradiados respecto a la producción
de células de animales control. El efecto se mantiene
apreciable a los 12 meses después de la irradiación.
Así mismo, como se indica en la figura 17, se aprecia
una tendencia a que la producción de células aumente en
función de la edad del cultivo y del animal. Esta tendencia
se observa tanto en los cultivos control como en los
tratados. No obstante, datos recientes obtenidos en nuestro
laboratorio, indican que a partir de la 6~ semana de
cultivo el número de células del sobrenadante de animales
control e irradiados manifiesta una tendencia descendente.
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líq. 17.— Producción de granulocitos en el sobrenadante de
LTBMC a diferentes tiempos después de la irradiación y
distintas semanas de cultivo. Los valores expresan x±ES.
Número de experimentos 3-15 para cada punto. <*) pc0.05;
<**) p<0.Ol; <***) pc0.00l
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¡¡¡.7.2.— Detecci6n de OSTe en el sobrenadante del
LTBMC
Para determinar la presencia de factores estimulantes
del crecimiento hematopoyético en el sobrenadante de los
cultivos de larga duración establecidos a partir de
animales control e irradiado, analizamos la estimulación
del precursor CFC—GM mediante cultivo “in vitro” en matriz
semisólida de agar (11.2.6>.
Los ensayos se realizaron, estableciendo cultivos con
distintas concentracciones <10%, 20% y 40%) del
sobrenadante de los LTMBC de animales irradiados.
Paralelamente, y como control, se establecieron cultivos
con el 10% de medio condicionado de la línea celular Wehi—
3b fuente de IL—3 como factor estimulador de colonias.
Los resultados, representados en la figura 18 muestran
el número de colonias originadas en función de la fuente
de CSFs utilizada. Como se puede observar> los
sobrenadantes de LTBMC establecidos con médula ósea de
ratónes irradiados 12 meses antes son muy activos, mientras
que los sobrenadantes de los cultivos de ratón control
presentan una escasa capacidad de estimular la formación
de colonias GM. Las colonias obtenidas fueron pequeñas y
compactas, el análisis mediante tinción con May—Grunwald
Giemsa, indicó que estaban formadas por granulocitos y
macrófagos.
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Estroma hematopoyético
Expresión precursor CFC-GM
a
colonIas/lO células
Fig.l8.— Expresión del precursor CFC—GM utilizando como
factor estimulante de colonias,los sobrenadantes <libres
de células) del LTBMC establecidos a los 12 meses después
de la irradiaci6n y 48 semana de cultivo. Los valores
expresan x±ES. <*) p<0.OS; <**) p<O.01¡ <***) p<O.OOl.
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Para comprobar que los factores (CSFs) presentes
en el sobrenadante de los LTBMC de animales irradiados eran
los responsables de la activación de la producción de 0%
en los granulocitos, realizamos ensayos que consistieron
en la incubación de los granulocitos obtenidos del LTBMC
de animales control con el sobrenadante de los LTBMC de
animales irradiados 6 meses antes. Las incubaciones se
realizaron durante 3 h a 37~C, siendo la concentración de
células de 2 x 10~ cel/mí de sobrenadante. Esta
concentración, corresponde por término medio, a la que se
encuentran las células en el medio de cultivo a los 6 meses
postirradiación <fig. 15).
Los resultados <fig.19) demuestran que 105
granulocitos obtenidos de LTBMC normales generan niveles
de 0% significativamente superiores (pcO,O1) cuando
permanecen en contacto con sobrenadantes correspondientes
a LTBMC establecidos con médula ósea de animales irradiados
6 meses antes.
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Estroma hematopoyético
Cuantificación anión superóxido
Li Antes Incubación
3 h incubación
Fig.19.—Producción de 0% en granulocitos obtenidos de
cultivo control, incubados con el sobrenadante de LTBMC a
los 6 meses después de la irradiación. Los datos expresan
x±ES. <**) p<O.Ol
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DISCUS ION
IV.- DISCUSION
IV.l.,- ESTUDIO DEL DM50 RESIDUAL EH POBLACIONES
CELULARES NENATOPOYETICAS.
El primer objetivo de esta memoria ha sido cuantificar
el daño hematopoyético residual, manifestado a través de
alteraciones en el número de células correspondientes a los
distintos compartimentos hematopoyéticos después de una
irradiación subletal con 5 Gy.
Tal como ha sido anteriormente descrito, el daño
hematopoyético producido por la radiación se manifiesta en
una reducción temprana en el tamaño de los compartimentos
proliferativos. Como consecuencia de este daño, las células
madre hematopoyéticas supervivientes, aumentan el indice
proliferativo para reconstituir el sistema hematopoyético
(Lajtha,1982), de tal manera, que el número de células en
sangre periférica alcanza valores normales transcurrido un
tiempo después de la irradiación próximo al mes (Hendry y
col,1984; Testa y col,1985; Xu y col,1986)’. Sin embargo,
numerosos estudios en pacientes y en sistemas
experimentales, muestran la evidencia de un daño residual
en la población de precursores hematopoyéticos después de
un tratamiento citotóxico <Testa y col.,1985). Así, se han
descrito deficiencias en el número y en la capacidad de
automantenimiento de células madre hematopoyéticas (CFU-S),
en el número de precursores (CFC—GM> y en el estado
proliferativo de ambos tipos celulares después de una
irradiación <Testa y col,1985; Tejero y col,1988). Un hecho
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común en estos estudios es que el daño es permanente y se
mantiene a lo largo del tiempo <Testa y col,1985).
Nuestros resultados sobre el estado del sistema
hematopoyético después de una irradiación con 5 Gy
muestran, respecto a los parámetros determinados en sangre
periférica (hematocrito y células nucleadas) y número total
de células nucleadas/femur, la existencia de una
recuperación total, 1 mes después de la irradiación (Tabla
1)
Este resultado está de acuerdo con la recuperación
descrita en ratones tratados con dosis y protocolos de
irradiación comprendidos entre 1,5 y 5 Gy <Necas y Znojil,
1988; Xu y col.,1983; Schofield y Dexter,1981). Esta
recuperación se produce también en diversos modelos
experimentales con drogas citotóxicas <Xu y col,1986).
Otros resultados han mostrado que, en tiempos más tempranos
se evidencia una recuperación exponencial de la lesión
producida por la irradiación <Grande y col.,1990)¡.
En relación con la edad del animal, tanto en control
como en irradiado, podemos indicar una tendencia a aumentar
el numero de células nucleadas por fémur desde las 12
semanas hasta las 48 semanas de edad y una tendencia a
disminuir el número de células nucleadas en sangre
periférica. Estos resultados coinciden con los descritos
por Tsuboi y col., (1991) en ratones SAM—P, los cuales
presentan el proceso de envejecimiento acelerado.
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Como se observa en la tabla 1, existe una disminución
en el número de precursores CFC—GM después de una dosis
subletal de rayos X <s Gy), que se mantiene a lo largo de
un año postirradiación. Esta disminución es similar al
descenso descrito a lo largo de 10 meses después del
tratamiento en el número de precursores CFC—GM de la cepa
B6D2F1 de ratón, irradiado con dosis repetidas de 4,5 Gy de
rayos X <Tejero y col,1988). También, se ha observado en
modelos experimentales en los que los animales han sido
tratados con las dosis máximas toleradas de las drogas
citotóxicas BCNU <bis-cloroetil nitrosourea) y
ciclofosfamida, a lo largo de 8 meses después del
tratamiento (Xu y col,1986). Para estas mismas drogas es
conocido el daño hematopoyético residual que producen no
sólo en el número de precursores CFC—GM sino también en la
capacidad de automantenimiento de la célula madre <CFU-S)
<Testa y col.,1989).
Reducciones similares, se han descrito en el número
de otros precursores de la línea mieloide como CFU—E y BFU—
E <Testa y col.,1985) y para el precursor de la línea
linfoide <CFC—BL) (Hendry y col,1984).
Los resultados presentados en este apartado, sobre la
medida de diferentes parámetros celulares de la médula ósea
y sangre periférica de ratón, nos indican que, trás una
irradiación con 5 Gy, la médula manifiesta un daño residual
en la población de precursores mieloides CFC—GM, que se
mantiene al menos un año después de la irradiación. Sin
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embargo y dado que el número de células nucleadas en sangre
periférica y en médula se recupera, podemos considerar que,
en analogía a lo descrito con otras dosis, tipos de
irradiación y cepas de ratones <Hendry y col.,1984; Tejero
y col.,1988; Testa y col.,1989) la población de precursores
hematopoyéticos queda sometida a mecanismos compensatorios
de regulaci6n <aumento en el número de divisiones,
incrementos en el número de precursores en fase de
síntesis) dirigidos a neutralizar el daño hematopoyético
residual.
En el siguiente apartado, se analiza en qué medida
este cambio en la regulación afecta al conjunto de las
células hexnatopoyéticas que componen la médula ósea.
IV.2.- ESTUDIO DE LA FUMCION Y METABOLISMO EN CELULAS DE
MEDULA 0531.
IV.2.l.- Unión de transterrina a células de médula
ósea
Dado que la expresión del receptor de transferrina
está asociada a la proliferaci6n del sistema hematopoyético
<Ho y col,1989). El estudio de las alteraciones inducidas
en este parámetro nos indicará la existencia de posibles
cambios en la cinética del compartimento de proliferación
y tránsito, mayoritario en la médula ósea.
La transferrina y la lactoferrina, proteínas capaces
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de unir Fe+, han sido descritas como antioxidantes en el
organismo. Esta característica deriva de su capacidad de
resistir el ataque oxidativo producido por agentes
oxidantes ( HOCí, H202 y peróxidos orgánicos> y de la
capacidad que poseen de reaccionar con el Fe+ y así
impedir las reacciones de radicales libres que dependen de
este elemento <Halliwell y col,1988). Por ello, la molécula
de transferrina puede proteger a la célula del ataque de
los radicales libres producidos trás la irradiación.
Como se observa en la figura 1, la representación de
Scatchard de los valores de unión específica se ajusta a
una línea recta. Este patrón de comportamiento es común
para todos los tiempos postirradiación estudiados, tanto
en controles como en células procedentes de animales
tratados. Este tipo de ajuste, indica la presencia de un
único sitio de unión para los receptores de Tf en células
de médula de ratón.
Los valores de Ka obtenidos por nosotros <tabla 2)
guardan similitud con los valores descritos para los sitios
de unión de alta afinidad en células de médula ósea de rata
en donde se han descrito dos sitios de unión, uno de alta
afinidad y otro de baja afinidad <Mendieta, J.,1990).
Por otro lado, los valores de Bmax <tabla 2) en
células de médula ósea de ratón, tanto controles como
tratados, son inferiores a los descritos para células de
la línea eritroide de ratón (Nunez y col.,1977). Esta
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diferencia en los valores de Bmax, puede ser atribuida al
elevado número de receptores de transferrina que necesita
la línea eritroide, dado su papel esencial en la síntesis
de Hb. Además, el número de receptores por célula tanto en
el control como en el irradiado es 3,6 veces inferior al
descrito para células de médula de rata <Mendieta, J, 1990).
Estos resultados estan de acuerdo con los descritos
para células eritroides de hígado fetal de ratón y para las
células eritroides de rata, en donde los valores de Bmax
así como el número de recptores por célula es bajo
<Iacopetta y col.,1982).
Un aumento en el número de receptores de Tf se ha
descrito en eritroblastos de pacientes anémicos que no han
sido tratados con hierro, mientras que, el número de éstos
no cambia si a los pacientes se les administra hierro
<Muta y col.,1987), lo que sugiere que la expresión del
receptor de transterrina está sometido a un proceso de
“down regulation”. En nuestro caso, y dado que no se
modifica el número de receptores en las células de animales
tratados, podemos afirmar que, después de la irradiación
no se altera la regulación de la expresión de este
receptor.
En resumen, los resultados obtenidos indicados en la
Tabla 2, muestran que no se producen modificaciones
significativas en la Bmax y Ka en la médula ósea de
animales que expresan daño residual y por tanto no hay
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cambios a través del receptor de transterrina en la
incorporación de Fe+3.
IV.2.2.— Actividad de BR, flR y PK en células de médula
ósea
Como ya hemos indicado en el apartado 1.2.4, la ruta
metabólica fundamental de la mayoría de los tejidos de
mamíferos es la glicolisis. Esta ruta adquiere especial
importancia en las células de médula ósea, en virtud de las
características de proliferación de este tejido.
La medida de los niveles de actividad enzimática de
11K, PFK y PK en células hematopoyéticas indican que en el
nuevo estado estacionario que se alcanza después de la
irradiación, no se observan alteraciones significativas en
dichos niveles. Tan sólo podemos destacar una disminución
significativa en la actividad PK 1 mes después de la
irradiación.
La disminución de la actividad PK observada a un mes
postirradiación podría ser un reflejo indirecto del efecto
de las radiaciones ionizantes sobre el estroina
hematopoyético. Como es sabido, el estroma regula la
heznatopoyesis a través de mecanismos complejos que podrían
ser los responsables de alteraciones en el metabolismo
celular, que se traducirían en modificaciones de algunas
actividades enzimáticas.
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La HK, PFK y la PK, enzimas limitantes de la
glicolisis en la mayoría de los tejidos de mamíferos,
tienen un comportamiento regulador complejo a causa de la
gran variedad de factores que intervienen en él, así como
por los numerosos mecanismos de control a las que estan
sometidos <Bloxham y Lardy,1973).
En relación a las determinaciones realizadas a lo
largo del periodo estudiado, hay que considerar el hecho
de que inmediatamente después de la irradiación hay una
deplección, primero de precursores hematopoyéticos y luego
de células nucleadas que se recuperan al mes
postirradialcón <tabla 1>. El número de precursores
hematopoyéticos se estabiliza en niveles subóptimos
comprendidos entre un 40% y un 50%. A partir de este
momento los precursores adqueririan una mayor capacidad
proliferativa, incrementando su porcentaje en fase de
síntesis a lo largo de la vida del animal (Tejero y
col.,1988), lo que implicaría, que en estas células haya
un incremento en las necesidades energéticas (Vora,1983;
Oskam y col.,1985). La complejidad de la médula ósea, en
la que tan sólo un 3% son precursores hematopoyéticos,
justifica que tal incremento energético no se vea reflejado
en aumentos globales de la actividad HK, PFK y PK a largos
tiempos postirradiación. Estos resultados, junto a los
obtenidos en el apartado anterior, ponen de manifiesto que
en la población mayoritaria de este tejido, células de
proliferación y tránsito, no se produzcan modificaciones
de caracter residual como consecuencia de una irradiación
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subletal.
Los valores absolutos de actividad HK, PFK y PK
obtenidos en células de médula ósea, tanto de animal
control como irradiado son del mismo orden de magnitud a
los descritos en diversas lineas celulares. Así, la
actividad mc guarda similitud con la descrita en la línea
celular H—EP—2 derivada de un carcinoma de laringe y con
la línea MRC5 derivada de fibroblastos normales. Los
niveles de actividad PFK son similares a los descritos en
la línea supresora ESH—P6 y las lineas celulares normales
rcc 1-3 y rcc 1-4. Y la actividad PK guarda relación con
la encontrada en la línea celular ESH 2—6 designada como
línea supresiva <Board y col.,1990)
En otro contexto, resulta interesante destacar que,
a lo largo del periodo analizado, en los animales
irradiados, no se han observado alteraciones morfológicas
en las poblaciones celulares objeto de estudio. Así mismo,
no se han detectado mortalidad temprana ni indución de
neoplasias tardías. Estos datos junto con el hecho de que
los niveles de actividad PK esten dentro de los márgenes
dados por Board y col.,1990, según los cuales pertenecerían
al grupo de células metabólicamente normales, nos permite
corroborar la ausencia de un número significativo de
células con potencial tumorigénico, como consecuencia de
la irradiación administrada.
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IV.3.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE ERITROCITOS
Aunque la recuperación del sistema hematopoyético
después de la irradiación es total, en lo que al número de
células en sangre periférica se refiere <111.1>, pueden
producirse alteraciones en la función o en el metabolismo
de estas células. Así, se han descrito cambios en los
niveles de actividad de enzimas de diversas rutas
metabólicas en eritrocitos como consecuencia del
tratamiento citotóxico (Etiemble, 1979; Jansen y col. .1985).
En relación a la posible alteración de los niveles de
proteína, hemoglobina y 2,3-BPG <Tabla 3), nuestros
resultados indican que no existen diferencias entre los
animales control e irradiados a lo largo del periodo
estudiado.
Los niveles de ¡Ib encontrados por nosotros en los
eritrocitos de ratón F1<C57 Bl/BalbC), tanto de animal
control como irradiado, oscilaron en un rango comprendido
entre 7,8 y 9,7 mM (11,5 y 12,8 g/dl) (tabla 3). Estos
valores son equivalentes a los descritos para otras cepas
de ratón (Crispens, 1975); y guardan una estrecha similitud
a los descritos en eritrocitos de conejo, los cuales son
del orden de 12,9 g/dl <Smith, 1990).
Los niveles de 2,3—BPG encontrados por nosotros, tanto
en animal control como en irradiado a diferentes tiempos
después de la irradiación, oscilaron en unos valores
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comprendidos entre 6,8 y 8,2 mmoles/l. Estos valores,
guardan similitud con los niveles descritos en eritrocitos
de diversas especies de mamíferos. Así, en humanos, rata
y conejo, los niveles de 2,3 BPG se encuentran comprendidos
entre 3—12 mmol/l <Sasaki y col.,1982; Isaaks y
Harkenss,1983).
El hecho de que los niveles de 2,3 BPG en eritrocitos
de ratón, sean equimoleculares con los niveles de ¡Ib <tabla
3), supone que en el ratón, al igual que sucede en los
eritrocitos de diversas especies de mamíferos, el
metabolito 2,3 BPG modula la liberación del oxigeno de la
Hb; lo cual nos permite indicar que el mecanismo de
oxigenación de la Hb no está afectado por la
irradiación.
Dado que la vida media del eritrocito de ratón es
aproximadamente de 30 días <Magnani y col,1980), las
disminuciones observadas en los niveles de actividad HK y
PR <figuras 4 y 6 respectivamente) a los 3 meses después
de la irradiación, indican que ésta anomalía metabólica se
mantiene durante 3 periodos consecutivos de renovación de
la población eritroide, y por lo tanto, que la lesión se
ha producido sobre alguno de sus progenitores o sobre otro
tipo celular de más lenta renovación, tal vez el estroma
capaz de modular el metabolismo de estas células.
Los valores de actividad ¡IR tanto en los controles
como en los tratados son aproximadamente 2 órdenes de
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magnitud superiores a lo largo del periodo estudiado a los
descritos para la HK de eritrocitos de conejo, que
corresponde a la forma molecular la <Fornaini y col.,1982)
y es similar a la descrita para esta enzima en linfocitos
del mesentério y en las lineas celulares 2BITG y 2B1 (Board
y col.,1990).
La actividad PFK supera los valores control a los 6
meses después de la irradiación <fig.5). Este incremento
aunque no reproducible para otros tiempos postirradiación,
está de acuerdo con la recuperación descrita para otras
enzimas glicoliticas como enolasa, aldolasa y
fosfogliceratoquinasa de eritrocitos de pacientes tratados
con quimioterapia durante un periodo de tiempo comprendido
entre 3 meses y 11 años (Etiemble,1979; Jansen y
col.,1985). Por otro lado, hemos de indicar que, la
actividad PFK es similar a la encontrada por Board y
col.,1990 en la línea celular rcc—l que posee una ligera
actividad tumorogénica.
Los niveles de actividad PR en eritrocitos de ratón
son 1,6 veces superiores a los encontrados en eritrocitos
de rata <Rodriguez,1988). Mientras que son 3,3 veces
superiores a los encontrados en eritrocitos humanos <Kahn
y Marie,1982). Así mismo, también son similares a los
descritos en la línea híbrida derivada de keratinocitos
humanos denominada ESH P6 <Board y col.,1990).
Del mismo modo que indicábamos para médula ósea y
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siguiendo los estudios realizados por Board y col ~
en los cuales clasifica a las células en tumorales ó no
atendiendo a la actividad PR. Podemos afirmar que los
valores de actividad enzimática respecto a esta enzima,
obtenidos por nosotros tanto en eritrocitos de animal
control como tratado, nos permite clasificarlos como
pertenecientes al grupo de células normales.
De los resultados obtenidos para los niveles de
actividad enzimática de las 3 enzimas reguladoras de la
glicolisis, HK, PFK y PR en eritrocitos, podemos indicar
pues, que después de algunas alteraciones observadas
durante los 6 primeros meses postirradiación, se produce
una normalización en los niveles de actividad de las
enzimas estudiadas. Esta recuperación, descarta la
posibilidad de que las alteraciones se deban a
modificaciones producidas en el genoma de las células madre
hematopoyéticas que impliquen cambios moleculares de las
enzimas.
IV.4.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE GRAMULOCITOS
Como parámetro indicativo del posible daño residual
inducido por la radiación sobre la función fisiológica de
granulocitos, hemos determinado los niveles de 0%
generados por granulocitos obtenidos de animales
irradiados.
Diversos estudios realizados en animales de
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experimentación sobre la funcionalidad de granulocitos, se
han llevado a cabo con células obtenidas de exudado
peritoneal <Udupa y Lipschitz,1987). La extravasación de
células hacia los tejidos o lugares de infección implica
una serie de cambios en diversos parámetros de la
funcionalidad celular, entre ellos destacan las
modificaciones en los niveles de producción de anión
superóxido (Zimmerli y col..,1984; Donowitz y
Quesenberr,1986; y Zinkl,1989). Con el fin de evitar estas
modificaciones, los resultados presentados en esta memoria
se han realizado con células obtenidas de sangre
periférica. Siendo los primeros descritos en ratones.
Por otro lado, para evaluar el papel del estroma en
los cambios de funcionalidad de granulocitos observados en
sangre periférica, establecimos cultivos de larga duración
de médula ósea y determinamos los niveles de ~2 generados
por los granulocitos obtenidos en cultivo.
Numerosos estudios han indicado que, los granulocitos
obtenidos de cultivo son morfológica y funcionalmente
equivalentes a las células obtenidas de sangre periférica
(Dexter,1982; Udupa y Lipschitz,1987).
Discutiremos conjuntamente, los resultados obtenidos
en células de sangre periférica y en cultivo.
Antes de discutir el efecto residual producido como
consecuencia de la irradiaicón comentaremos los diferentes
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valores de producción de 0% de granulocitos de sangre
periférica y de cultivo <tabla 4, fig.8), estas diferencias
pueden explicarse considerando los distintos origenes de
granulocitos, independientemente de que, los granulocitos
obtenidos de cultivo de médula ósea son fisiológicamente
equivalentes a las células de sangre periférica (Udupa y
Lipschitz,1987). Diferencias en los valores absolutos de
producción de 0%, se han descrito no sólo entre células de
la misma especie que difieren en su origen tisular <sangre
periférica o exudado peritoneal) sino también entre
especies distintas <Zimmerli y col.,1984).
En la fig.8, podemos observar que existen diferencias
en la producción de 0% con respecto a las semanas de
cultivo. Estos resultados coinciden con los descritos por
Meagher y col <1988), quienes también destacan diferencias
en la producción de 0% de granulocitos según las semanas
de cultivo. Así mismo, los valores de producción de 0%
encontrados por nosotros, son superiores a los descritos
por estos mismos autores en granulocitos humanos obtenidos
en cultivo. Este hecho puede deberse a las diferencias
observadas en la actividad NADPH—oxidasa de granulocitos
según las especies (Meagher y col.,1988).
En relación al efecto residual producido por la
radiación, los niveles de 0% producidos por los
granulocitos de sangre periférica y por los granulocitos
obtenidos en cultivo <tabla 4, figura 8 respectivamente)
indican que, en el caso de los animales previamente
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expuestos a 5 Gy, tanto los granulocitos de sangre
periférica como los obtenidas en cultivo, generan niveles
de 0% superiores a los respectivos controles. Estos
incrementos se observan a los 6 y 12 meses después de la
irradiación. Este aumento en la producción de 0% observado
por nosotros resulta análogo a los aumentos descritos en
diversas especies de animales y de humanos tratados con los
factores hr-GM-CSF y hr-G-CSF <Sullivan y col,1989; Whetton
y Dexter,1989; Yuo y col,1990). Por tanto consideramos que
este aumento pudiera indicar un mecanismo de preactivación
realizado por los factores CM-CSF y G-CSF <Corey y
Rosoff,1989; Yuo y col.,1990). De hecho, ha sido descrito
que los factores GM-CSF y G-CSF pueden incrementar la
respuesta fagocitica preparando a la célula para responder
de una manera “extra” al estimulo recibido. Estos
mecanismos están mediados por la presencia en la membrana
de los granulocitos de sitios de unión específicos para
estos factores (Gough y Nicola,1990; Nicola,1990; Oez y
col. ,1990).
Los resultados obtenidos respecto al tiempo de
activación (Tabla 4; Figura 9) indican que, los
granulocitos de sangre periférica y los granulocitos
obtenidos en cultivo a los 12 meses postírradiación poseen
unos valores de tiempo de activación significativamente
superiores a los respectivos controles. Las diferencias de
este parámetro podrían indicar modificaciones en el
mecanismo de activación de granulocitos.
149
Las reacciones de fosforilación mediadas por la PR—C,
son el eje central de la explosión respiratoria <Hartfield
y Robinson,1990). Por lo que, las diferencias encontradas
en el tiempo de activación podrían deberse a alteraciones
en el mecanismo de fosforilación o a alteraciones en los
componentes de la PR—C. Investigaciones acerca del
mecanismo de la transmisión de la señal en estas células,
serán objeto de estudio por nuestro grupo de investigación
en un futuro próximo.
Como ha sido indicado en esta memoria, la explosión
respiratoria se caracteriza por un aumento en el consumo
de oxigeno y producción de 0%, así como por un incremento
en la velocidad glicolitica. Por ello, hemos determinado
la actividad de las tres enzimas reguladoras de la
glicolisis en granulocitos de LTBMC.
Como se desprende de las figuras 10, 11 y 12; los
niveles de actividad ¡IX, PFR y PR de granulocitos obtenidos
del cultivo de médula ósea procedentes de animales
irradiados son significativamente superiores en general,
a los niveles de actividad enzimática de las células
control.
El aumento generalizado en los niveles de actividad
de estas enzimas en granulocitos, puede estar asociado al
incremento en la capacidad de generar anión superóxido que
presentan estas mismas células. El aumento de actividad HK
implica un incremento en los niveles de G6P necesarios para
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seguir la ruta de las pentosas fosfato y obtener NADPH
necesario para la actividad del sistema oxidasa responsable
de la producción de anión superóxido.
Por otro lado, y en base a la hipótesis planteada
sobre la implicación de CSFs en la preactivación de
granulocitos correspondientes a animales que expresan daño
residual radioinducido, se ha descrito por otros autores
que ciertos CSFs son capaces de provocar un aumento en el
transporte de glucosa. Así, el mantenimiento de la
viabilidad de las células de la serie mieloide, radica en
la capacidad que presentan los factores hematopoyéticos
para mantener niveles intracelulares de ATP óptimos, a
través de incrementar el transporte de glucosa <Whetton y
Dexter, 1983; Silberstein y col.,1989; Whetton, A., 1990).
Por ejemplo, en la línea celular FDC—P2 precursora de
granulocitos se ha descrito un aumento en el consumo de
glucosa asociado a la presencia de IL—3 <Whetton y
col. ,1985)
Un aumento en el transporte de glucosa intracelular
podría suponer una mayor actividad en las enzimas claves
de la glicolisis, para mantener la regulación de la ruta.
Por lo tanto, el incremento observado por nosotros,
en los niveles de actividad ¡IR, PFR y PR de granulocitos
a distintos tiempos después de la irradiación, podría estar
asociado a un aumento en el transporte de glucosa en estas
células debido a la presencia de factores liberados trAs
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la irradiación.
Con el fin de comprobar, si el aumento cuantitativo
observado en las proteínas de granulocitos (tabla 4,
fig.13) podría corresponder a un aumento en la expresión
de las proteínas implicadas en la producción de 0% y en la
glicolisis, realizamos una electroforesis bidimensional.
La fig.14 A y B indica que no hay modificaciones en
el Pu y en la carga de las proteínas que aparecen en los
geles y concretamente, en la zona de Pu < 43 ío3 a 104 l0~
D) correspondiente a las enzimas glicoliticas y las
implicadas en el sistema oxidasa.
Este resultado nos permite afirmar que, como
consecuencia de la irradiación no se ha producido una
expresión diferencial de proteínas ni se han modificado los
parámetros de Pm y carga de las mismas. Por otro lado,
considerando que la cantidad de proteína cargada en ambos
geles procedía de la mitad de células en el animal
irradiado, podemos señalar que a los 6 meses después de la
irradiación, se produce una expresión incrementada en todas
las proteínas de la célula.
Estos incrementos en los niveles de proteínas de
granulocitos de sangre periférica y de células obtenidas
en cultivo <tabla 4, fig. 13), podrían deberse a la
presencia de un exceso de CSFs. Como ha sido indicado, el
estroma hematopoyético es el encargado de liberar factores
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que regulan la hematopoyesis y concretamente> se ha
descrito que el factor GM-CSF induce la transcripción y
síntesis de proteínas <Horiguchi y col.,1987; Cannistra y
col. >1988>
En resumen, los resultados presentados en este
apartado, en cuanto a los niveles de producción de 0%,
tiempo de activación, niveles de actividad enzimática y
proteínas a distintos tiempos después de la irradiación,
nos permiten plantear que, los aumentos encontrados en
estos parámetros son reflejo de un daño residual en el
sistema hematopoyético en el cual, el estroma
hematopoyético podría ejercer un papel primordial mediante
la producción de CSFs.
IV.5.— IMPLICACIONES DEL ESTRONA EN LA HEXATOPOXESIS DEL
RATON
Si bién, los mecanismos responsables del daño residual
no son del todo conocidos, ha sido ampliamente indicado en
la literatura que el estroma hematopoyético tiene un papel
fundamental en el desarrollo de este tipo de daño
<Hendry,1985; Testa y col.,1985; Bierkens y col.,1989;
Bierkens y col.,1991).
Una de las manifestaciones del daño consiste en la
lesión proliferativ’a de las células del estroma que se
expresa por la formación de capas adherentes subconfluentes
y consecuentemente en una disminución en el número de
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nichos hematopoyéticos activos (figs. 15 y 16). Esta
disminución se observa a los 6 y 12 meses después de la
irradiación. Concomitante a esta reducción, existe una
menor liberación de células al sobrenadante en los cultivos
de animales irradiados <fig.17) que, también se observa a
los 6 y 12 meses después de la irradiación. Estos
resultados nos permiten afirmar que existe un daño en el
estroma de médula ósea de ratón, que no se recupera a los
6 meses y que se sigue manifestando a los 12 meses después
de la misma. Esta lesión del microambiente hematopoyético
probablemente esté implicada en la deplección persistente
de precursores hematopoyéticos, característica de los
animales irradiados <tabla 1).
Efectos similares han sido descritos en la literatura,
así Quesenberry y col <1984) ha descrito una reducción en
el número de células liberadas al sobrenadante trás la
irradiación de la capa adherente con dosis de 9—9.5 Gy a
la 48 semana de cultivo. Dosis de 9.5 Gy de irradiación
total del animal producen una reducción de un 80% en la
celularidad del estroma, que se mantiene a los 18 meses
después del tratamiento; y dosis de 7 Gy y superiores
provocan un daño en el estroma que no se recupera a los 6
meses después de la irradiación <Chamberlain y col., 1979;
Wilson y col., 1974; Fried y col., 1976>.
La respuesta de las células del estroma a la
irradiación es muy variable, depende de la cepa del animal,
de la dosis y de la tasa de dosis aplicada.
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Por otro lado, a causa de la baja capacidad de
recambio de estas células, los tiempos en los cuales se
expresa y regenera el daño producido trAs la irradiación
son en general elevados. La dosis máxima de irradiación que
permite la recuperación del estroma depende de la cepa del
ratón, de la dosis y de la tasa de dosis aplicada
(Bierckens y col,1989). Nuestros resultados señalan que,
la irradiación global y aguda del ratón con 5 ay, daña el
estroma hematopoyético y éste no se recupera a lo largo de
un año después de la irradiación.
Con el fin de comprobar la implicación de los CSFs en
el desarrollo del daño hematopoyético residual observado,
determinamos la presencia de CSFs, en los sobrenadantes de
los cultivos establecidos con animales irradiados, a través
de ensayos clonales de CFC—GM. Como se observa en la Figura
18, los sobrenadantes a distintas concentraciones, 12 meses
después de la irradiación, son capaces de estimular la
proliferación del precursor CFC-GM. El análisis morfológico
de las colonias indicó que estaban formadas por
granulocitos y macráfagos, lo cual nos permite apuntar la
posibilidad de que factores con rango de acción sobre el
precursor CFC—GM sean los liberados por las células del
estroma trAs la irradiación.
Finalmente, y para corroborar que los factores
liberados por el estroma hematopoyético son los
responsables de la activación de la capacidad fagocitica
de los granulocitos, realizamos los experimentos que se
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representan en la fig.19, en donde se observa que, los
sobrenadantes de LTBMC de animales irradiados son capaces
de aumentar los niveles de producción de 0% de células
control al ser incubados 3 h a 37QC con ellos. Este
resultado demuestra la hipótesis descrita en esta memoria
según la cual> los responsables del incremento en la
producción de 0% son factores hematopoyéticos liberados
por el estroma trAs la irradiación.
Los resultados expuestos en esta memoria ponen de
manifiesto la existencia de una relación entre daño
residual en el estroma, activación en la funcionalidad de
células maduras y alteraciones en el compartimento de
precursores y, nos permiten establecer una sucesión de
acontecimientos en la hematopoyesis del ratón trAs la
irradiación. Estos consisten en una deplección de
precursores hematopoyéticos y posterior caida de células
maduras, si bién el síndrome se corrige en un periodo
próximo a un mes <tabla 1). Por otro lado, La irradiación
produce una lesión del estroma que impide mantener una
hematopoyesis normal (figa. 15, 16 y 11). Nuestros
resultados sugieren que el estroma responde mediante la
liberación de un exceso de CSFs que serian la causa directa
del incremento en la capacidad proliferativa de los
precursores y fagocitica de los granulocitos.
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CONCLUSIONES
V.- CONCLUSIONES
Del conjunto de los resultados aportados en esta
memoria, podemos concluir que:
La irradiación total del cuerpo, con dosis única de
5 ay produce un daño residual en el compartimento de
precursores comprometidos con la serie granulomacrofágica
de ratón que se manifiesta al menos durante un año
postirradiación. La población de células de médula ósea no
manifiesta modificaciones respecto a la incorporación del
hierro a través del receptor de transferrina. Las enzimas
glicoliticas se encuentran recuperadas a partir de los 3
meses.
En la línea eritroide, la irradiación no produce
alteraciones en los mecanismos responsables de la
oxigenación de la ¡lb. De manera paralela la actividad
glicolitica del eritrocito se recupera completamente al año
postirradiación.
Las modificaciones funcionales observadas tanto en
granulocitos como en el estroma hematopoyético, nos
permiten concluir que las radiaciones ionizantes producen
un daño residual que se manifiesta en una extraproducción
de factores hematopoyéticos con características de GM—CSF.
Estos factores son los responsables de incrementar la
capacidad de producir anión superóxido por los granulocitos
maduros. El incremento en la síntesis de proteínas podría
ser una consecuencia de la acción de estos factores. El
aumento de las actividades glicoliticas en estas células
permite el incremento de la respuesta fagocitica ante un
estimulo.
La aportación de este trabajo, es la constatación de
que como consecuencia de la irradiación se liberan CSFs
que, no sólo actúan en el compartimento de precursores
comprometidos sino también en el de células maduras. Este
hecho se postula como un mecanismo compensatorio para
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responder a procesos infecciosos por parte de un organismo
cuya capacidad de respuesta esta disminuida al encontrarse
reducido el tamaño del compartimento de precursores
hematopoyéticos.
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